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DESCRIPCION
Método para la produccién recombinante de la proteina del factor C de cangrejo herradura
Campo técnico de la invencion

La presente invencion proporciona un nuevo método para la producciéon recombinante de la proteina del factor C del
cangrejo herradura utilizando un protozoo parasito que expresa la proteina del factor C. Por consiguiente, la
presente invencion proporciona una célula huésped protozoaria parasito que alberga un polinucleétido que codifica
la proteina C del factor de cangrejo herradura y un método para producir el factor C que comprende cultivar dicha
célula huésped protozoaria parasito en condiciones tales que las células expresan la proteina del factor C de
cangrejo herradura. La presente invencién proporciona proteina del factor C recombinante del cangrejo herradura
recombinante que tiene un peso molecular de aproximadamente 102 kDa segun se determina mediante SDS-PAGE
en condiciones no reductoras producidas por el nuevo método y su uso en la deteccion y/o eliminacién de
endotoxina.

Técnica anterior

La endotoxina, también conocida como lipopolisacarido (LPS), es un componente integral de la membrana celular de
bacterias gramnegativas y es responsable de muchos, si no de todos, los efectos toxicos que se producen durante la
sepsis por bacterias gramnegativas.

El LPS de bacterias gramnegativas induce a los amebocitos de los cangrejos de herradura a agregarse y
desgranularse. Presumiblemente, la cascada de coagulacion inducida por LPS representa un mecanismo de defensa
importante utilizado por los cangrejos de herradura contra la invasion por bacterias gramnegativas. El lisado de
amebocitos constituido como la prueba del lisado de amebocitos de Limulus (LAL) se ha usado durante décadas
como herramienta para detectar concentraciones traza de endotoxina (LPS) en solucion. EI mecanismo molecular de
la coagulacion en el cangrejo herradura esta establecido e implica una cascada de proteasas. Esta cascada se basa
en 3 tipos de cimogenos de serina proteasa, factor C, factor B, enzima procoagulante y una proteina coagulable,
coagulégeno. Al ser el activador inicial de la cascada de coagulacion, el factor C funciona como biosensor que
responde al LPS. Una vez que el factor C es "activado" por LPS, el resto activo creado tiene la capacidad de activar
el factor B e hidrolizar sustratos tripéptidos sintéticos.

La actividad del factor C es la base de un ensayo muy sensible para los niveles de femtograma de endotoxina
usados en el control de calidad de productos farmacéuticos y similares. La importancia del factor C en la deteccion
de endotoxinas ha conducido a la expresion del factor C recombinante (rfFC) como una fuente alternativa que
deberia aliviar los inconvenientes reconocidos con el lisado de amebocitos convencional como la variacion
estacional en la sensibilidad de la deteccion de endotoxina.

Para ensayos especificos de endotoxina, la proteina del factor C se ha purificado y clonado. Tras la activacion por
LPS, el factor C recombinante actia sobre un sustrato sintético presente en la mezcla de ensayo para generar una
sefal detectable, indicando de ese modo la presencia de LPS en una muestra dada. En particular, un sustrato
fluorogénico produce una sefal fluorescente en proporcion a la concentracion de endotoxina en la muestra. La
proteina del factor C se ha purificado y clonado para su aplicacion en ensayos especificos de endotoxina.

Nakamura et al. (1986, Eur. J. Biochem. 154: 511-521) describen el aislamiento y la caracterizacion de la proteina
del factor C nativa del cangrejo herradura Tachypleus tridentatus. La secuencia de ADNc que codifica la proteina del
factor C de T. tridentatus fue publicada por Muta et al. (1991, J. Biol. Chem. 266:6554-6561). La secuencia de ADNc
que codifica la proteina del factor C del cangrejo herradura Carcinoscorpius rotundicauda la publicé Ding et al. (1995,
Molecular Marine Biology y Biotechnology 4:90-103). La expresion recombinante del factor C de C. rotundicauda en
E. coli se describié en Roopashree et al. (1995, Biochem. Mol. Biol. Intl. 35:841-849). En el presente documento, la
expresion de una proenzima de 108 kDa y las formas activadas de 78 kDa y 52 kDa se demostr6 mediante
inmunodeteccion.

La expresion recombinante de la proteina del factor C de C. rotundicauda en la levadura Pichia pastoris se describe
en Ding et al. (1996, patente de EE.UU. 5.858.706.). La expresion recombinante de la proteina del factor C de C.
rotundicauda en Saccharomyces cerevisiae se describe en Roopashree et al. (1997, Biotechnology Letters 19:1147-
1150).

La expresion recombinante de la proteina del factor C de C. rotundicauda en células de mamifero COS-1 células se
describe en Roopashree et al. (1997, Biotechnology Letters 19: 357-361). En el presente documento, se expreso la
proteina del factor C y se detectaron bandas de proteina con un peso molecular de 132 kDa, 130 kDa y 63 kDa. Las
proteinas eran no secretadas, no solubles y no activas, sino mas bien insolubles, asociadas con la fraccién de
desechos celulares.

La expresion recombinante de la proteina del factor C de C. rotundicauda en células de mamifero (células Sf9
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transfectadas estables) se describe en Wang et al. (2001, Biotechnology Letters 23: 71-76). En el presente
documento, la proteina del factor C se secretd en el sobrenadante con un peso molecular de 132 kDa, que indicé la
glicosilacion de la proteina. El Factor C obtenido fue funcionalmente activo en el sentido de que podria unirse a la
endotoxina (LPS). Sin embargo, no se demostré conversion en una proteasa enzimaticamente activa. La expresion
recombinante de la proteina del factor C de C. rotundicauda en las células de insectos también se describe en Wang
et al. (2002, J. Biol. Chem. 277:36363-736372). En el presente documento, el Factor C se cloné y transfectd en
células S2 de Drosophila y se expresé como una proteina soluble glicosilada, que se secretd en el sobrenadante del
cultivo. La proteina del factor C recombinante era capaz de unirse a LPS, pero no se escindié para convertirse en
una proteasa enzimaticamente activa. La expresion recombinante de la proteina del factor C de C. rotundicauda en
células de insecto se describe ademas en el documento US 6.645.724 utilizando el sistema de baculovirus para la
expresion en células Sf9.

El documento WO 01/32896 y Basile et al. (2009, Molecular Biotechnology, Vol. 43(3):273-278) se refieren a la
expresion de proteina recombinante en parasitos de Kinetoplastidae, en particular en Leishmania tarentolae.

La proteina del factor C es una proteina eucariota compleja, que requiere varias etapas de conversion y
modificaciones secundarias para convertirse en una proteasa activa. La expresiéon recombinante en procariotas (por
ejemplo, E. coli) no proporciona glicosilacion, escision en la cadena H y la cadena L y formacion correcta de puentes
disulfuro. La expresion citosolica en sistemas simples de expresion eucariota (por ejemplo, levaduras) proporcioné el
factor C, que era capaz de unirse a LPS, pero que no se activé tras la unién de LPS, es decir, no hubo conversién de
la forma de zimogeno en una proteasa activa. Cuando se usan células de levadura (Pichia o Saccharomyces) para la
expresion, no fue posible obtener el Factor C recombinante como proteina secretada. La expresion en una linea
celular de mamifero tampoco proporcioné proteina secretada activa. Adicionalmente, la expresién en células de
insecto transformadas estables proporciond proteina secretada, que era capaz de unirse a LPS. Sin embargo, la
activacion por LPS no se demostré en este sistema. Finalmente, la expresién en células de insecto usando un
sistema de expresion de baculovirus proporciond proteina del factor C secretada, que era capaz de unirse a LPS, y
que se convirtié en un zimoégeno de serina proteasa activo tras la union al LPS.

De toda la experiencia adquirida hasta ahora, los expertos que lograron la expresion de la proteina del factor C
activa en células de insecto concluyeron que "la expresion en células de insecto en lugar de en un sistema de
expresion eucariota, procariota o simple es adecuada para producir rFC con actividad biolégica completa.
Adicionalmente, los cangrejos de herradura y los insectos pertenecen al mismo filo, Arthropoda, por lo que las
células de insecto podrian parecerse mas a las células del cangrejo herradura que las células de levadura en su
fisiologia y bioquimica. Por lo tanto, el rFC producido en células de insecto podria parecerse mas a la proteina
purificada del cangrejo herradura y retener la bioactividad de tener una actividad de serina proteasa activada por
LPS" (véase el documento WO 99/15676 en la pagina 2, "Sumario de la Invencién"). Asimismo, el documento WO
2012/118226 se refiere a la produccion de proteina del factor C recombinante de cangrejo herradura en células de
insecto.

Desde entonces, es decir, mas de 13 afos después de la publicacion del documento WO 99/15676, no se han
realizado mas intentos con respecto a la produccion recombinante de la proteina del factor C activa. Obviamente, a
la vista de los resultados obtenidos a lo largo de los afios a partir de la expresion recombinante en diversos sistemas
de huéspedes y en vista de la evaluacion inequivoca dada por los principales expertos en el campo en el documento
WO 99/15676, el sistema de expresion de baculovirus en células huésped de insecto se considerd la referencia para
la produccién recombinante de la proteina del factor C activa.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona un nuevo método para la producciéon recombinante de la proteina del factor C del
cangrejo herradura utilizando un protozoo parasito que expresa la proteina del factor C. En particular, la presente
invencion proporciona una célula huésped protozoaria parasito que alberga un polinucleétido que codifica la proteina
C del factor de cangrejo herradura y un método para producir la proteina del factor C que comprende cultivar dicha
célula huésped protozoaria parasito en condiciones tales que las células expresan la proteina del factor C de
cangrejo herradura. Adicionalmente, la presente invencion proporciona proteina del factor C recombinante del
cangrejo herradura que tiene un peso molecular de aproximadamente 102 kDa segun se determina mediante SDS-
PAGE en condiciones no reductoras producidas por el nuevo método y su uso en la deteccion y/o eliminacion de
endotoxina.

En particular, la presente invencién proporciona:

[1] Un protozoo parasito, que se caracteriza por albergar un polinucleétido que codifica la proteina del factor C
del cangrejo herradura.

[2] EI protozoo parasito de [1], donde dicho polinucleétido esta compuesto por una molécula de acido nucleico,
preferentemente un vector, introducido en la célula huésped del protozoo parasito.

[3] El protozoo parasito de [1] o [2], donde el protozoo parasito es un miembro del orden Trypanosomatida.

[4] El protozoo parasito de uno cualquiera de [1] a [3], donde el protozoo parasito es un miembro del género
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Leishmania.

[5] El protozoo parasito de uno cualquiera de [1] a [4], donde el protozoo parasito es Leishmania tarentolae.

[6] El protozoo parasito de uno cualquiera de [1] a [5], donde dicho polinucleétido codifica la proteina del factor C
de Limulus polyphemus, Carcinoscorpius rotundicauda, Tachypleus tridentatus o Tachypleus gigas.

[7] El protozoo parasito de uno cualquiera de [1] a [6], donde dicho polinucleétido codifica la proteina del factor C
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

[8] Un método para producir proteina del factor C de cangrejo herradura que comprende las etapas de: (a)
cultivar un protozoo parasito de uno cualquiera de [1] a [7] en condiciones tales que las células expresan la
proteina del factor C codificada por el polinucleétido; y (b) recuperar la proteina del factor C producida en la
etapa (a) del cultivo celular.

[9] El método de [8], donde dicha proteina del factor C se acumula en el medio de cultivo celular.

[10] EI método de [8] o [9], donde el protozoo parasito es un miembro del género Leishmania.

[11] EI método de [10], donde la proteina del factor C producida exhibe actividad de serina proteasa al unirse a la
endotoxina.

[12] Proteina del factor C de cangrejo herradura que tiene un peso molecular de aproximadamente 102 kDa
segun se determina mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras obtenible mediante a) el método de [10];
o b) el método de [11].

[13] Uso de la proteina del factor C de cangrejo herradura de [12] b) en un método para la deteccion de
endotoxinas o en un método para la eliminaciéon de endotoxinas.

[14] Un ensayo o kit para la deteccién de endotoxina o la eliminacion de endotoxina, que comprende la proteina
del factor C del cangrejo herradura de [12] b).

[15] Un proceso de generacion de una célula huésped protozoaria parasita que produce proteina del factor C de
cangrejo herradura, que comprende las etapas de: (a) introducir una molécula de acido nucleico,
preferentemente un vector, que comprende un polinucleétido que codifica la proteina del factor C de cangrejo
herradura en un protozoo parasito, preferentemente un protozoo parasito del orden Trypanosomatida, mas
preferentemente un miembro del género Leishmania, de la forma mas preferente Leishmania tarentolae; y (b)
seleccionar una o mas células huésped producidas en la etapa (a) que expresan dicha proteina del factor C de
cangrejo herradura.

[16] Una célula huésped de protozoo parasito caracterizada por un polinucleétido que codifica la proteina del
factor C del cangrejo herradura, donde dicho polinucleétido esta compuesto por una molécula de acido nucleico,
preferentemente un vector, introducido en la célula huésped del protozoo parasito.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: muestra el grafico de los valores de rfu medidos de muestras del factor C recombinante (rFC) activado por
LPS después de 15 minutos de recambio de sustrato a 37 °C en dependencia de la concentracién de rFC. Se indica
la concentracion de rFC utilizada para el calculo de la actividad especifica.

Descripcion detallada de la invencién

El factor C de los cangrejos herradura esta bien establecido para su uso en la deteccion y eliminacion de
endotoxinas. En el pasado se han realizado intentos para producir Factor C mediante expresion recombinante como
una fuente alternativa al lisado de amebocitos convencional, el extracto acuoso de células sanguineas (amebocitos)
de cangrejos herradura. Muchos intentos en la técnica de la expresion recombinante del factor C fallaron debido a
que el factor C recombinante (rFC) producido en diversas células huésped ha demostrado que no muestra la
actividad bioldgica requerida para su uso en los métodos de deteccion de endotoxina. Las células huésped aplicadas
en la técnica fueron células procariotas, células eucariotas simples y células eucariotas superiores, y después de
afios de intensa investigacion, los expertos en el campo concluyeron que la expresion en células de insectos en
lugar de en un sistema de expresion procariota o eucariota simple, es adecuado para producir rFC con actividad
biolégica completa. En relacion con esto, los expertos en el campo explicaron que los insectos y cangrejos herradura
pertenecen al mismo filo, Arthropoda, por lo que las células de insecto podrian parecerse mas a las células del
cangrejo herradura que las células de levadura en su fisiologia y bioquimica. Por lo tanto, el rFC producido en
células de insecto podria parecerse mas a la proteina purificada a partir del cangrejo herradura y retener la
bioactividad de tener una actividad de serina proteasa activada por LPS.

La presente invencion proporciona un nuevo método para la producciéon recombinante de la proteina del factor C del
cangrejo herradura utilizando un protozoo parasito que expresa la proteina del factor C. En particular, la presente
invencion proporciona una célula huésped protozoaria parasito que alberga un polinucleétido que codifica la proteina
del factor C de cangrejo herradura y un método para producir la proteina del factor C que comprende cultivar dicha
célula huésped protozoaria parasito en condiciones tales que las células expresan la proteina del factor C de
cangrejo herradura. Adicionalmente, la presente invencion proporciona proteina del factor C recombinante del
cangrejo herradura que tiene un peso molecular de aproximadamente 102 kDa segun se determina mediante SDS-
PAGE en condiciones no reductoras producidas por el nuevo método y su uso en la deteccion y/o eliminacion de
endotoxina.

Los protozoos son organismos eucariotas unicelulares simples. El objeto de la presente invencién no era obvio para
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el experto en la materia porque la técnica ha llevado a utilizar sistemas de expresién eucariotas simples para
producir con éxito la proteina del factor C activa, tal como se ha explicado anteriormente en el presente documento.
Adicionalmente, fue sorprendente que el sistema basico de chaperonas de protozoos proporcione un plegamiento
correcto del Factor C recombinante, teniendo en cuenta que mas de 20 enlaces disulfuro deben estar conectados
adecuadamente para obtener la proteina del factor C. No se podia esperar que las células huésped protozoarias de
la presente invencion proporcionen el factor C recombinante de cangrejo herradura, que permite la escision correcta
de la pre-pro-enzima y la proenzima en la proteasa activa compuesta por una cadena pesada (H) y una ligera (L).
Asimismo, el uso de protozoos proporcionado por la presente invencion para la expresion de la proteina del factor C
recombinante de cangrejo herradura tiene las siguientes ventajas:

En primer lugar, si bien el uso de células de insecto para la produccion recombinante de la proteina del factor C
esta asociado con altos costes debido al hecho de que se requieren medios de cultivo especiales costosos, el
uso de protozoos es barato porque los medios requeridos son baratos, siendo el equipo y las condiciones de
cultivo similares a la fermentaciéon de las bacterias. Asimismo, los cultivos de protozoos crecen relativamente
rapido (tiempo de generacion rapida) y son faciles de aumentar. Adicionalmente, una vez clonado, el huésped de
expresion recombinante es estable y no requiere la preparacion continua de reservas de virus infeccioso. Se ha
demostrado que la proteina del factor C recombinante producida en cultivos de protozoos de la presente
invencion se secreta con buen rendimiento y en forma soluble, y puede purificarse facilmente del sobrenadante
del cultivo. Especificamente, solo una forma activa del Factor C se purifica del sobrenadante sin productos de
degradacion. Cabe destacar que la proteina recombinante expresada es estable y no se requieren aditivos para
proteger la forma de zimégeno.

Células huésped

La presente invenciéon proporciona un protozoo parasito, que se caracteriza por albergar un polinucleétido que
codifica una proteina del factor C heteréloga del cangrejo herradura. El protozoo parasito proporcionado por la
presente invencion se usa para la produccion recombinante del Factor C a partir de un cangrejo herradura. Por lo
tanto, la presente invencién proporciona una célula huésped de protozoo parasito para la produccién recombinante
de factor C de cangrejo herradura, donde la célula huésped de protozoo parasitos se caracteriza por albergar un
polinucleétido que codifica una proteina de Factor C de cangrejo herradura.

La célula huésped de la presente invencion para la produccién recombinante de factor C de cangrejo herradura es
una célula huésped de protozoo parasito. Preferentemente, la célula huésped de protozoo parasito es una célula
huésped de protozoo parasita de cinetoplastido. La caracteristica taxonémica comun de estas células huésped es
una sola mitocondria con una masa densa de ADN extranuclear. La region de la mitocondria que contiene el ADN se
denomina "cinetoplasto” y el ADN se denomina "ADN de cinetoplasto". La subunidad pequefia de ARNr y las
filogenias proteicas conservadas respaldan la divisién de los cinetoplastidos en cinco 6rdenes: Prokinetoplastida,
Neobodonida, Parabodonida, Eubodonida y Trypanosomatida. Por lo tanto, los protozoos parasitos cinetoplastidos
preferentes de la presente invencion son los parasitos Prokinetoplastida, Neobodonida, Parabodonida, Eubodonida o
Trypanosomatida. Preferentemente, los protozoos parasitos cinetoplastidos de la presente invencion son
tripanosomatidos parasitos (es decir, Tripanosomatida parasitaria). Dado que todos los miembros de los
tripanosomatidos son parasitos, simplemente el término "tripanosomatidos" se usa en el presente documento para
describir tripanosomatidos parasitos (es decir, Tripanosomatida parasitaria).

Los tripanosomatidos consisten en LOS géneros monogenéticos tales como Crithidia, Leptomonas y Blastocrithidia,
y los géneros digenéticos tales como Leishmania'y Trypanosoma. En la presente invencion, Los protozoos parasitos
cinetoplastidos preferentes son tripanosomatidos digenéticos (es decir, miembros digenéticos del orden
Trypanosomatida). Mas preferentemente, la célula huésped de la presente invencion es un miembro del género
Leishmania. Aun mas preferentemente, la célula huésped de la presente invencion es Leishmania major o
Leishmania tarentolae. En la presente invencién, la célula huésped mas preferente es Leishmania tarentolae. En
diversas realizaciones, la célula huésped de la presente invencion es un miembro del género Trypanosoma. En
realizaciones preferidas, la célula huésped de la presente invencion se selecciona de las especies Trypanosoma
brucei y Trypanosoma theileri.

Aunque los tripanosomas son importantes causas de enfermedades humanas y animales, muchas especies no son
patogénicas. Los protozoos de tripanosomatidos de la presente invencion son, preferentemente, protozoos parasitos
cinetoplastidos no patogénicos (Kinetoplastidae no patogénico), mas preferentemente protozoos tripanosomatidos
no patogénicos (Tripanosomatidae no patogénico), aun mas preferentemente Leishmania no patogénico. Las
especies preferentes no patogénicas de Kinetoplastidae incluyen, aunque no de forma limitativa, Leishmania
tarentolae, Crithidia fasciculata, Wallaceina inconstans (antes Proteomonas inconstans), Leptomonas collos,
Leptomonas sp. y Leptomonas seymouri. El protozoo no patogénico mas preferente de la presente invencion es
Leishmania tarentolae.

En diversas realizaciones, las células huésped de protozoos parasitos de la presente invencion son células huésped
de protozoos patogénicos atenuados, es decir, su patogenicidad ha sido atenuada, preferentemente atenuada
genéticamente. Un enfoque para atenuar patdégenos es la eliminacién de genes dirigida. Por lo tanto, se pueden
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obtener parasitos tripanosomatidos genéticamente atenuados (es decir, protozoos parasitos tripanosomatidos)
mediante la eliminacion de genes seleccionados (por ejemplo, genes que codifican factores de virulencia). La
eliminacion del gen aprovecha el hecho de que este parasito puede experimentar una recombinacion homadloga
entre secuencias de ADN enddgenas y extrafias introducidas artificialmente en las células. Los protozoos parasitos
atenuados, preferentemente parasitos tripanosomatidos atenuados, usados en la presente invencién tienen una
virulencia atenuada, en particular una virulencia atenuada para los seres humanos.

Se entendera que a lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, el uso de términos como
"Kinetoplastidae no patogénica" o "Tripanosomatidae no patogénica" se refiere no solo a organismos/huéspedes
abarcados en las especies mencionadas anteriormente, sino que también incluye las especies en esquemas de
clasificacion alternativos, pero que poseen las mismas caracteristicas o rasgos morfolégicos y culturales definidos
anteriormente, y pueden ser sindnimos de "Kinetoplastidae no patogénica" y "Tripanosomatidae no patogénica".

Tal como se usa en el presente documento, el término no patogénico incluye, aunque no de forma limitativa, el
significado no patogénico para seres humanos. En diversas realizaciones, "no patogénico" se define mediante la
clasificacion de los organismos en las preguntas al Nivel 1 de Bioseguridad.

En diversas realizaciones, la célula huésped protozoaria comprende un marcador seleccionable, preferentemente un
gen marcador seleccionable.

Sistema de expresion

La presente invencidon proporciona una célula huésped protozoaria que comprende un polinucleétido que codifica
una proteina del factor C heteréloga de un cangrejo herradura. Tal como se usa en el presente documento, proteina
heteréloga significa una proteina que no es nativa de la célula huésped. La célula huésped protozoaria de la
presente invencién representa un sistema de expresién para la produccion recombinante de la proteina del factor C
de cangrejo herradura. Por lo tanto, en el presente documento se divulga un sistema de expresion que comprende
una célula huésped protozoaria y un polinucleétido que codifica una proteina del factor C heterdloga de cangrejo
herradura, asi como el uso del sistema de expresion para la expresion de una proteina del factor C heteréloga de un
cangrejo herradura. Aunque el sistema de expresion divulgado en el presente documento puede comprender la
célula huésped y el polinucleétido como un medio separado, también puede comprender una célula huésped de
protozoo parasito, que ya alberga el polinucledtido que codifica la proteina del factor C heteréloga de cangrejo
herradura.

En diversas realizaciones, el polinucleétido que codifica la proteina del factor C heteréloga del cangrejo herradura
esta unido operativamente a una secuencia promotora adecuada y, si es adecuado, a secuencias sefial
postranscripcionales, que son capaces de dirigir la expresion del polinucledtido que codifica la proteina del factor C
en la célula huésped de la presente invencion. Preferentemente, el promotor es un promotor de un gen transcrito de
forma activa de un protozoo parasito cinetoplastido. Mas preferentemente, el promotor es un promotor de un gen
transcrito de forma activa de un miembro del orden Trypanosomatida, ain mas preferentemente, el promotor es un
promotor de un gen transcrito de forma activa de un miembro del género Leishmania, de la forma mas preferente el
promotor es un promotor de un gen transcrito de forma activa de Leishmania tarentolae.

En diversas realizaciones, el promotor es un promotor heterélogo fuerte de iniciacion de la transcripcion.

El polinucledtido que codifica la proteina del factor C de cangrejo herradura utilizado en la presente invencién es un
polinucleétido heterdlogo, en particular un polinucleétido heterélogo que codifica la proteina del factor C heteréloga
de cangrejo herradura. Tal como se usa en el presente documento, polinucledtido heterdlogo significa un
polinucleétido que no es nativo de la célula huésped. En diversas realizaciones, la transcripcién del polinucleétido
heterdlogo utilizado en la presente invencion esta controlada por un elemento sensible a un represor en conexion
con un gen represor incorporado y expresado.

En diversas realizaciones, al menos una copia del polinucleétido heterdlogo esta localizada en un grupo de genes
transcritos activamente de la célula huésped protozoo de la presente invencion. Preferentemente, el grupo de genes
transcritos activamente es un grupo de genes de ARNr.

En diversas realizaciones, el polinucleétido que codifica la proteina del factor C heterdloga esta flanqueado por UTR
(regiones no traducidas sin traducir) en 5' y 3' de un gen transcrito activamente de un protozoo parasito
cinetoplastido. Preferentemente, el polinucleétido que codifica la proteina del factor C heterdloga esta flanqueado por
UTR en 5' y 3' de un gen transcrito activamente de un miembro del orden Trypanosomatida, mas preferentemente
por UTR en 5 y 3' de un gen franscrito activamente de un miembro del género Leishmania, y aun mas
preferentemente por UTR en 5'y 3' de un gen transcrito activamente de Leishmania tarentolae.

En diversas realizaciones, el polinucleétido que codifica la proteina del factor C heterdlogo esta flanqueado por una o
mas secuencias sefial, que proporcionan, por ejemplo, secrecion eficiente, corte y empalme y/o poliadenilacion de
un gen transcrito activamente de un protozoo parasito cinetoplastido, es decir, la secuencia sefial es una secuencia
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sefial de un gen transcrito activamente de un protozoo parasito cinetoplastido. Preferentemente, la proteina del
factor C heterdloga esta flanqueada por una o mas secuencias sefial de un gen transcrito activamente de un
miembro de la orden Trypanosomatida, mas preferentemente por una o mas secuencias sefial de un gen transcrito
activamente de un miembro del género Leishmania, y aln mas preferentemente por una o mas secuencias sefial de
un gen transcrito activamente de Leishmania tarentolae.

En diversas realizaciones, la proteina del factor C heteréloga esta flanqueada por la secuencia sefial derivada de la
fosfatasa acida de Leishmania mexicana (Wiese et al. 1995, EMBO J. 14:1067-1074).

En diversas realizaciones, el sistema de expresién de la presente invenciéon esta sustancialmente exento de la
produccion de proteasas, toxinas y grandes cantidades de otras proteinas secretadas y sintetizadas endégenamente
de la célula huésped.

Las secuencias de aminoacidos y acidos nucleicos del factor C y sus variantes

La proteina del factor C codificada por un polinucleétido usado en la presente invencion es una proteina del factor C
heterdloga. El polinucleétido usado en la presente invencion comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica el factor C, que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C de un cangrejo herradura. El alcance de la
presente invencién abarca el uso de polinucleétidos que codifican el factor C con una secuencia de aminoacidos tal
como se encuentra en su fuente natural, es decir, una secuencia de aminoacidos del Factor C tal como se puede
obtener a partir de cangrejos herradura, asi como el uso de polinucleétidos que codifican variantes de una secuencia
de aminoacidos del factor C como se describe en el presente documento. El alcance de la presente invencion
también abarca el uso de polinucleétidos que comprenden la secuencia de aminoacidos del factor C tal como se
encuentra en su fuente natural, es decir, una secuencia de acido nucleico del Factor C tal como se puede obtener a
partir de cangrejos herradura, asi como el uso de polinucleétidos que comprenden una variante de una secuencia de
acido nucleico del factor C como se describe en el presente documento. En cualquier caso, un polinucleétido usado
en la presente invencion codifica una proteina del factor C, que muestra actividad enzimatica de tipo factor C al
activarse con endotoxina. La definiciéon de "actividad enzimatica de tipo factor C" se proporciona en otra parte del
presente documento.

En diversas realizaciones, el polinucleétido usado en la presente invencién que codifica la proteina del factor C se
modifica mediante la insercion, delecion, adicion y/o sustitucion de uno o mas acidos nucleicos, con la condicion de
que la proteina del factor C obtenida a partir de la expresién de dicho polinucleétido modificado en una célula
huésped de protozoo parasito de acuerdo con la presente invencion muestra actividad enzimatica de tipo factor C al
activarse con endotoxina, quimotripsina (en particular a a-quimotripsina) o lipido A.

En diversas realizaciones, el polinucleétido usado en la presente invencion es el polinucleétido que codifica el factor
C de Tachypleus tridentatus o Tachypleus gigas. En diversas realizaciones, el polinucleétido codifica el factor C de
Carcinoscorpius rotundicauda. En diversas realizaciones, el polinucleédtido codifica el factor C de Limulus
polyphemus. En diversas realizaciones, el polinucleétido usado en la presente invencion comprende la secuencia de
acido nucleico que se muestra en la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3 del listado de secuencias.

En diversas realizaciones, el polinucleétido usado en la presente invencion es idéntico al menos en un 75 % a un
polinucledtido que codifica el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y codifica un
polipéptido que exhibe actividad enzimatica similar a factor C. Preferentemente, el polinucleétido presenta una
identidad de al menos un 85 % o una identidad de al menos un 95 % con un polinucleétido que codifica el polipéptido
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y codifica un polipéptido que exhibe actividad enzimatica
similar a factor C. Mas preferentemente, el polinucledtido presenta una identidad de al menos un 96% o una
identidad de al menos un 97% con un polinucledtido que codifica el polipéptido que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y codifica un polipéptido que exhibe actividad enzimatica similar a factor C. Incluso
mas preferentemente, el polinucledtido presenta una identidad de al menos un 98% o una identidad de al menos un
99% con un polinucleétido que codifica el polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y
codifica un polipéptido que exhibe actividad enzimatica similar a factor C.

En diversas realizaciones, el polinucleétido usado en la presente invencion codifica un polipéptido, que tiene una
secuencia de aminoacidos que es al menos un 75 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y
que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C. Preferentemente, el polinucleétido codifica un polipéptido, que tiene
una secuencia de aminoacidos que es al menos un 85 %o al menos un 95 % idéntica a la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 4 y que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C. Mas preferentemente, el polinucledtido
codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacidos que es al menos un 96 % o al menos un 97 %
idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C.
Incluso mas preferentemente, el polinucleétido codifica un polipéptido, que tiene una secuencia de aminoacidos que
es al menos un 98% o al menos un 99% idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4 y que exhibe
actividad enzimatica de tipo factor C.

En diversas realizaciones, el polinucleétido usado en la presente invenciéon es un polinucleétido, que hibrida en
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condiciones rigurosas con cualquiera de los polinucleétidos descritos en el presente documento, donde el
polinucleétido que hibrida codifica un polipéptido, que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C.

En diversas realizaciones, el polinucledtido usado en la presente invencion es al menos un 75 % idéntico a la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 3 y codifica un polipéptido que exhibe actividad
enzimatica de tipo factor C. Preferentemente, el polinucleétido usado en la presente invencion es al menos un 85 %
o al menos un 95 % idéntico a la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO: 3 y codifica un
polipéptido que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C. Mas preferentemente, el polinucleétido usado en la
presente invencion es al menos un 96% o al menos un 97% idéntico a la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID
NO:1 o la SEQ ID NO: 3 y codifica un polipéptido que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C. Incluso mas
preferentemente, el polinucleétido usado en la presente invencion es al menos un 98% o al menos un 99% idéntico a
la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO: 3 y codifica un polipéptido que exhibe actividad
enzimatica de tipo factor C.

En diversas realizaciones, el polinucleétido usado en la presente invencion comprende una parte de la secuencia de
nucledtidos del polinucleétido que es al menos un 75 % idéntica a la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO: 1 o
la SEQ ID NO: 3 y que codifica un polipéptido que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C, donde dicha parte
codifica un fragmento, analogo o derivado funcional del polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de las
SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, y donde dicho fragmento, analogo o derivado funcional del polipéptido exhibe
actividad enzimatica de tipo factor C. Preferentemente, el polinucleétido comprende una parte de la secuencia de
nucleotidos del polinucledtido que es al menos un 85 % o al menos un 95 % idéntico a la secuencia de nucledtidos
de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO: 3 y que codifica un polipéptido que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C,
donde dicha parte codifica un fragmento, analogo o derivado funcional del polipéptido que tiene la secuencia de
aminodacidos de las SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, y donde dicho fragmento, analogo o derivado funcional del
polipéptido exhibe actividad enzimatica de tipo factor C. Mas preferentemente, el polinucleétido comprende una parte
de la secuencia de nucledtidos del polinucledtido que es al menos un 96% o al menos un 97% idéntico a la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO: 3 y que codifica un polipéptido que exhibe actividad
enzimatica de tipo factor C, donde dicha parte codifica un fragmento, analogo o derivado funcional del polipéptido
que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, y donde dicho fragmento, analogo o
derivado funcional del polipéptido exhibe actividad enzimatica de tipo factor C. Incluso mas preferentemente, el
polinucleétido comprende una parte de la secuencia de nucleétidos del polinucleétido que es al menos un 98% o al
menos un 99% idéntico a la secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO: 3 y que codifica un
polipéptido que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C, donde dicha parte codifica un fragmento, analogo o
derivado funcional del polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4, y
donde dicho fragmento, analogo o derivado funcional del polipéptido exhibe actividad enzimatica de tipo factor C.

En diversas realizaciones, el polinucleétido usado en la presente invencion es el complementario de la longitud
completa de cualquiera de los polinucleétidos, que se describen en el presente documento y que se pueden usar en
la presente invencion, donde el polinucleétido complementario codifica un polipéptido que exhibe actividad
enzimatica de tipo factor C.

La presente invencion abarca especificamente el uso de las secuencias de acido nucleico que codifican el Factor C
del cangrejo herradura Carcinoscorpius rotundicauda como se describe en el documento WO 99/15676. En
particular, la presente invencion incluye por referencia el uso de las secuencias de nucleétidos representativas
presentadas como SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3 o del documento WO 99/15676. Del mismo modo, el uso de las
secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 2 y 4 del documento WO 99/15676, que representan las secuencias
de aminoacidos codificadas por las secuencias de nucleétidos de las SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3 del documento
WO 99/15676, respectivamente, estan incluidas explicitamente en la presente invencion por referencia.

Las secuencias SEQ ID NOs: 1 a 4 del documento WO 99/15676 no corresponden a las SEQ ID NOs: 1 a 4 del
listado de secuencias de la presente especificacion. Cuando se hace referencia en la presente invencién a
cualquiera de las secuencias de SEQ ID NOs: 1 a 4, se entiende cualquiera de las secuencias de SEQ ID NOs: 1 a 4
del listado de secuencias de la presente especificacion. Por el contrario, las secuencias SEQ ID NOs: 1 a 4 del
documento de WO 99/15676 se abordan en el presente documento mediante referencia explicita al documento WO
99/15676, como se muestra en el parrafo anterior.

El alcance de la presente invencién abarca la produccién recombinante de un polipéptido del factor C codificado por
cualquiera de los polinucledtidos y moléculas de acido nucleico descritos en el presente documento. Por supuesto, el
alcance de la presente invencion también abarca el polipéptido del factor C recombinante obtenido a partir de
cualquier proceso de produccion de este tipo.

En diversas realizaciones, la secuencia de aminoacidos de la proteina del factor C de la presente invencién se
modifica mediante la insercion, delecion, adicion y/o sustitucion de uno o mas restos de aminoacidos, con la
condicion de que la proteina del factor C que tiene dicha secuencia de aminoacidos modificada después de la
expresion recombinante en una célula huésped de protozoo parasito de acuerdo con la presente invencion muestre
actividad enzimatica de tipo factor C al activarse con endotoxina, quimotripsina o lipido A.
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El significado del término "uno o mas restos de aminoacidos" en la oracion anterior varia dependiendo de las
posiciones de los restos de aminoacidos en la estructura tridimensional de la proteina del factor C y los tipos de
restos de aminoacidos. Mas particularmente, dicho término significa, preferentemente, de 1 a 20 restos de
aminoacidos, mas preferentemente de 1 a 10 restos de aminoacidos, aun mas preferentemente de 1 a 5
aminoacidos e incluso mas preferentemente de 1 a 3 restos de aminoacidos. En diversas realizaciones, la insercién,
delecion, adicion y/o sustitucion descritas anteriormente de uno o mas aminoacidos es una mutaciéon conservadora
que mantiene la actividad enzimatica de la proteina del factor C tras la activacion de la forma zimégena por
endotoxina, quimotripsina o lipido. A. Una mutacién conservadora de ejemplo es una sustitucion conservadora. La
sustitucion conservadora es, por ejemplo, una mutacion donde la sustitucion tiene lugar mutuamente entre Phe, Trp
y Tyr, si el sitio de sustitucion es un aminoacido aromatico; entre Leu, lle y Val, si el sitio de sustitucién es un
aminoacido hidréfobo; entre Gin y Asn, si el sitio de sustitucion es un aminoacido polar; entre Lys, Arg e His, si €l
sitio de sustitucion es un aminoacido basico; entre Asp y Glu, si el sitio de sustitucion es un aminoacido acido; y
entre Ser y Thr, si el sitio de sustitucion es un aminoacido que tiene un grupo hidroxilo. Ejemplos de sustituciones
consideradas como sustituciones conservadoras incluyen en particular la sustitucion de Ser o Thr por Ala, la
sustitucion de Glin, His, o Lys por Arg, la sustituciéon de Glu, GIn, Lys, His, o Asp por Asn, la sustitucion de Asn, Glu,
o GIn por Asp, la sustitucion de Ser o Ala por Cys, la sustitucion de Asn, Glu, Lys, His, Asp, o Arg por Gin, la
sustitucion de Gly, Asn, GIn, Lys, o Asp por Glu, la sustitucion de Pro por Gly, la sustitucion de Asn, Lys, GIn, Arg, o
Tyr por His, la sustitucion de Leu, Met, Val, o Phe por lle, la sustitucion de lle, Met, Val, o Phe por Leu, la sustitucion
de Asn, Glu, GIn, His, o Arg por Lys, la sustitucion de lle, Leu, Val, o Phe por Met, la sustitucion de Trp, Tyr, Met, lle,
o Leu por Phe, la sustitucion de Thr o Ala por Ser, la sustitucion de Ser o Ala por Thr, la sustituciéon de Phe o Tyr por
Trp, la sustitucion de His, Phe, o Trp por Tyr, y la sustitucién de Met, lle, o Leu por Val.

La presente invencion abarca cualquiera de las inserciones, deleciones, adiciones y/o sustituciones descritas
anteriormente en las secuencias de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o 4.

Las inserciones, deleciones, adiciones y/o sustituciones descritas anteriormente también abarcan una mutacion de
origen natural debida a la diferencia en la cepa o especie individual entre los cangrejos herradura de los que deriva
el gen del factor C. Adicionalmente, las inserciones, deleciones, adiciones y/o sustituciones descritas anteriormente
también abarcan una mutacion de origen natural en el curso de la expresion recombinante de la proteina del factor C
en la célula huésped individual.

En diversas realizaciones, la proteina del factor C producida mediante un método de la presente invencion tiene la
secuencia de aminoacidos del factor C de Tachypleus tridentatus o Tachypleus gigas. En diversas realizaciones, la
proteina del factor C producida mediante un método de la presente invencion tiene la secuencia de aminoacidos del
factor C de Carcinoscorpius rotundicauda. En diversas realizaciones, la proteina del factor C producida mediante un
método de la presente invencion tiene la secuencia de aminoacidos del factor C de Limulus polyphemus. En diversas
realizaciones, la proteina del factor C producida por un método de la presente invencién tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

En diversas realizaciones, el polinucleétido usado en la presente invencién codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 o un fragmento, analogo o derivado funcional del mismo, donde dicho
fragmento, andlogo o derivado funcional del polipéptido exhibe actividad enzimatica de tipo factor C. La presente
invencion abarca fragmentos, analogos y/o derivados funcionales de cualquiera de los polipéptidos del factor C
descritos en el presente documento, siempre que dichos fragmentos, analogos y/o derivados funcionales muestren
actividad enzimatica de tipo factor C tras la activacion con endotoxina, quimotripsina o lipido A.

Para la produccion recombinante del factor C de cangrejo herradura segun la presente invencion, el protozoo
parasito comprende un polinucleétido que codifica la proteina del factor C recombinante de un cangrejo herradura.
Por lo tanto, el polinucleétido que codifica la proteina del factor C de cangrejo herradura utilizado en la presente
invencion es un polinucledtido heterélogo, mas especificamente un polinucledtido heterélogo que codifica una
proteina del factor C heterdloga de un cangrejo herradura.

En aras de la claridad, cualquier variante de una proteina del factor C de cangrejo herradura descrita en el presente
documento todavia se considera una proteina del factor C de cangrejo herradura, al menos en vista del hecho de
que cualquier variante descrita en el presente documento se define que exhibe actividad enzimatica de tipo factor C
de cangrejo herradura.

Actividad enzimatica de tipo factor C

Los zimégenos (o proenzimas) son precursores de enzimas. Aunque los zimégenos a veces se denominan
precursores inactivos de enzimas, el zimégeno no es "inactivo" en el sentido de que ha perdido su actividad (debido
a diferentes factores), sino que es una molécula que necesita ser activada para convertirse en una enzima activa.

El factor C de los cangrejos herradura sigue siendo un zimégeno hasta que encuentra niveles traza de endotoxina.
Tras la activacion por endotoxina (o quimotripsina o lipido A), el factor C de cangrejo herradura muestra
inequivocamente la actividad enzimatica completa, lo que indica la presencia de endotoxina (por ejemplo, en una
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muestra para analizar la endotoxina) hidrolizando un sustrato sintético del factor C, que forma un producto
medible/detectable. El factor C recombinante (rFC) de la presente invencion se produce como un factor C de tipo
zimégeno a partir de su fuente natural. Adicionalmente, el rFC de la presente invencion también sigue siendo un
zimégeno hasta que encuentra niveles traza de endotoxina. Tras la activacion por endotoxina (o quimotripsina o
lipido A), el rFC de la presente invencion muestra inequivocamente actividad enzimatica completa como el factor C
de cangrejo herradura de su fuente natural.

En vista de lo anterior y solo por el bien de la claridad, se observa que la "actividad enzimatica de tipo factor C"
significa la actividad enzimatica del factor C de un cangrejo herradura medida para la forma activada. En otras
palabras, "actividad enzimatica de tipo factor C" significa actividad enzimatica del factor C de cangrejo herradura
activado por endotoxina, quimotripsina o lipido A. Por tanto, si la proteina de factor C recombinante producida por un
método de la presente invencién se describe en el presente documento que tiene o exhibe actividad enzimatica de
tipo factor C, esta claro que se quiere decir la actividad enzimatica del zimégeno activado. En otras palabras,
"actividad enzimatica del factor C de un cangrejo herradura” como se usa en el presente documento significa
"actividad enzimatica de factor C activado de un cangrejo herradura" o "actividad enzimatica de zimégeno de factor
C activado de un cangrejo herradura".

En diversas realizaciones, los términos "Factor C (recombinante) de la presente invencion" y "Factor C zimégeno
(recombinante) de la presente invencion" pueden usarse indistintamente. Aunque el rFC obtenido directamente de
un método de la presente invencion es un precursor de la enzima del Factor C, el zimégeno rFC de la presente
invencion no es "inactivo" en el sentido de que ha perdido su actividad (debido a diferentes factores). Mas bien, el
zimégeno de rFC de la presente invencion es una molécula que necesita ser activada para convertirse en una
enzima activa.

La actividad enzimatica del factor C de un cangrejo herradura es especificamente actividad hidrolitica, mas
especificamente, la actividad proteolitica, y ain mas especificamente la actividad de la serina proteasa. Por lo tanto,
la actividad enzimatica de tipo factor C como se describe en el presente documento significa especificamente
actividad hidrolitica de tipo factor C de cangrejo herradura, mas especificamente, actividad proteolitica de tipo factor
C de cangrejo herradura, y aun mas especificamente actividad de serina proteasa de tipo factor C de cangrejo
herradura.

La actividad enzimatica de una proteina del factor C de cangrejo herradura se puede medir mediante, por ejemplo,
un ensayo cromogeénico o fluorométrico. En particular, la actividad enzimatica de un factor C de cangrejo herradura
puede ser verificada por, por ejemplo, una sefial cromogénica o fluorogénica detectable, que se produce debido a la
escision/hidrdlisis de un sustrato del Factor C por el Factor C activado. Los ensayos adecuados para detectar la
actividad del Factor C se describen en la técnica y el experto en la materia no tendra ninguin problema en realizar un
ensayo para detectar/medir la actividad enzimatica de una proteina del factor C dada. Los sustratos para el factor C
también se describen y estan disponibles en la técnica. El alcance de la presente invencion abarca el uso de
sustratos de factor C cromogénicos y fluorogénicos, que incluyen, aunque no de forma limitativa, sustratos de
peptidil-pNA cromogénicos y sustratos de peptidil-AMC, peptidil-AFC y peptidil-MCA fluorogénicos. Los sustratos del
factor C a modo de ejemplo incluyen, aunque no de forma limitativa, N-t-Boc-DPR-AMC, N-t-Boc-VPR-MCA, N-t-
Boc-VPR-AMC, Mu-VPR-AFC y Boc-VPR-pNA.

En diversas realizaciones, el rFC proporcionado por la presente invencién muestra la actividad enzimatica del factor
C de cangrejo herradura que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4, mas especificamente, la actividad
hidrolitica del factor C de cangrejo herradura que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4, aun mas
especificamente la actividad proteolitica del factor C de cangrejo herradura que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 4 e incluso mas especificamente la actividad serina proteasa del factor C de cangrejo herradura
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

Forma zimégeno de dos cadenas del Factor C

Se sabe que el factor C de un cangrejo herradura en su forma de zimégeno comprende una cadena pesada (H) y
una cadena ligera (L) (también llamada forma bicatenaria). El factor C recombinante de la presente invencion
también se produce en la forma de zimogeno de dos cadenas. Especificamente, el factor C zimégeno obtenido
mediante los métodos proporcionados por la presente invenciéon también comprende una cadena H y una cadena L.
Por lo tanto, los términos "Factor C de la presente invencion" y "Factor C zimdgeno de la presente invencion" pueden
usarse indistintamente, tal como se ha mencionado anteriormente en el presente documento. Como alternativa, el
"factor C zimégeno (recombinante) de la presente invencion" se puede designar como "factor C proenzima
(recombinante) de la presente invencion". En cualquier caso, el factor C recombinante obtenido directamente de un
método de la presente invencion se caracteriza por la forma de zimégeno de dos cadenas que comprende una
cadena pesada (H) y una cadena ligera (L).

El peso molecular de la proteina del factor C de la SEQ ID NO: 4 calculado sobre la base de la secuencia de

aminoacidos primaria es de 110 kDa (109,7 kDa). El alcance de la presente invencion abarca realizaciones, en las
que el factor C recombinante de la presente invencion tiene una secuencia de aminoacidos primaria modificada, por
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efemplo, un truncamiento en el extremo N o C. En tales casos, se cambia el peso molecular calculado sobre la base
de la secuencia primaria. Por lo tanto, calculado sobre la base de la secuencia de aminoacidos primaria, el alcance
de la presente invencion abarca proteinas recombinantes del factor C que tienen cualquier peso molecular en el
intervalo entre 90 y 130 kDa, preferentemente cualquier peso molecular en el intervalo entre 95 y 125 kDa, mas
preferentemente cualquier peso molecular en el intervalo entre 100 y 120 kDa, y aun mas preferentemente cualquier
peso molecular en el intervalo entre 105 y 115 kDa. Incluso mas preferentemente, la proteina del factor C
recombinante de la presente invencion tiene un peso molecular en el intervalo de 108 a 112 kDa, calculado sobre la
base de la secuencia de aminoacidos primaria.

De manera sorprendente, el peso molecular de la forma de zimégeno del Factor C determinado por SDS-PAGE
resultd ser inferior al peso molecular calculado sobre la base de la secuencia de aminoacidos primaria. En particular,
la forma de zimoégeno del factor C producido por un método de acuerdo con la presente invencioén tiene un peso
molecular de 102 kDa segun se determina por SDS-PAGE en condiciones no reductoras. Adicionalmente, la forma
de zimdgeno del factor C producido por un método de acuerdo con la presente invencion tiene un peso molecular de
106 kDa (incluyendo glicosilacion) segun se determina por SDS-PAGE en condiciones no reductoras, resultante de
un peso molecular de 69 kDa determinado para la cadena H y un peso molecular de 37 kDa para la cadena L. Por lo
tanto, la presente invencién abarca proteinas del factor C recombinantes que tienen un peso molecular de
aproximadamente 102 kDa segun se determina por SDS-PAGE en condiciones no reductoras y proteinas del factor
C recombinantes que tienen un peso molecular de aproximadamente 106 kDa (incluyendo glicosilacion) segun lo
determinado por SDS-PAGE en condiciones reductoras.

Tras la activacion del factor C en presencia de endotoxina, quimotripsina o lipido A (conversion autocatalitica del
factor C en la forma activada), se produce una escisién en la cadena L, lo que da lugar a la aparicion de dos nuevos
fragmentos, una cadena B y una cadena A. Por lo tanto, el factor C recombinante de la presente invencion se
caracteriza ademas porque la activacion de la forma de zimdégeno obtenida directamente de un método de la
presente invencion por endotoxina, quimotripsina o lipido A (conversion autocatalitica del factor C en la forma
activada) da como resultado factor C activado que comprende una cadena B y una cadena A debido a la escisién de
la cadena L del factor C zimdgeno.

Vectores y plasmidos

En diversas realizaciones, el polinucledtido que codifica la proteina del factor C heteréloga de cangrejo herradura
utilizada en la presente invencion esta compuesto por una molécula de acido nucleico, preferentemente un vector,
que se introduce en la célula huésped de protozoo parasito. En otras palabras, en diversas realizaciones, el
polinucledtido que codifica una proteina del factor C heteréloga de cangrejo herradura de acuerdo con la presente
invencion se incorpora en un vector o un plasmido. En diversas realizaciones, se usan dos o mas de tales vectores o
plasmidos. En diversas realizaciones, el vector o plasmido es un vector lineal o un plasmido lineal. En diversas
realizaciones adicionales, el vector o plasmido puede ser un vector circular o un plasmido circular.

En el presente documento se divulga un vector o plasmido que comprende un polinucleétido heterdlogo utilizado en
la presente invencion, es decir, un polinucleétido heterélogo que codifica una proteina del factor C heteréloga de un
cangrejo herradura. El polinucleétido heterélogo puede estar flanqueado por UTR (regiones no traducidas sin
traducir) en 5' y 3' de un gen transcrito activamente de un protozoo parasito cinetoplastido. Especificamente, el
polinucleétido heterélogo que codifica la proteina del factor C heteréloga puede estar flanqueado por UTR en 5'y 3'
de un gen transcrito activamente de un miembro del orden Trypanosomatida, mas especificamente por UTR en 5'y
3' de un gen transcrito activamente de un miembro del género Leishmania, y ain mas especificamente por UTR en
5'y 3' de un gen transcrito activamente de Leishmania tarentolae.

En diversas realizaciones, el vector o plasmido comprende un promotor, que esta localizado corriente arriba del
polinucleétido heterdlogo.

En diversas realizaciones, el vector o plasmido comprende un promotor, que esta localizado corriente arriba del
polinucleétido heterélogo, ademas de las UTR en 3'y 5.

En diversas realizaciones, el vector o plasmido comprende una o mas secuencias sefial para una secrecion, un
empalme y/o una poliadenilacion eficaces de la proteina del factor C heterdloga que resulta de la expresion del
polinucledtido heterdlogo en la célula huésped del protozoo. En diversas realizaciones, la secuencia sefal deriva de
un protozoo parasito cinetoplastido. Preferentemente, la secuencia sefial deriva de un miembro de la orden
Trypanosomatida, mas preferentemente de un miembro del génerolLeishmania, y aun mas preferentemente de
Leishmania tarentolae.

Lo mas preferentemente, la secuencia sefal tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 5. También se
divulgan en el presente documento variantes como fragmentos y/o derivados funcionales de dichas secuencias
sefal, en particular de la secuencia sefial de la SEQ ID NO: 5.

En diversas realizaciones, el vector o plasmido comprende uno o mas genes marcadores seleccionables.
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En el presente documento se divulga el uso del vector o plasmido para la liberacion de un polinucleétido heterélogo
que codifica una proteina del factor C heteréloga de un cangrejo herradura en una célula huésped protozoo de la
presente invencion. La administracion puede ser la transfeccion de la célula huésped protozoo.

El alcance de la presente divulgaciéon abarca el uso del vector o plasmido divulgado en el presente documento en
cualquier sistema de expresion descrito en el presente documento.

La transfeccion de la especie de la célula huésped puede realizarse usando cantidades de ADN que oscilan entre 1-
100 pg. La seleccion se puede realizar con técnicas de siembra y condiciones adecuadas para la seleccion de
antibiéticos, o mediante el uso de cualquier técnica de dilucién. La eficacia de la transfeccion varia ampliamente
segun la especie elegida, siendo la mas alta para especies de Leishmania.

En diversas realizaciones, una sola célula puede contener y/o mantener varias construcciones de expresion.
Preferentemente, todas las diversas construcciones de expresion llevan diferentes marcadores de selecciéon. Los
niveles de expresion varian significativamente dependiendo del huésped y la construccion elegida, con los plasmidos
episomales en el extremo inferior de la escala, pero capaces de generar proteina recombinante hasta en un 1 % de
la proteina celular total.

Los resultados experimentales proporcionados en el presente documento muestran claramente que una célula
huésped de tripanosoma cinetoplastidico es capaz de expresar una proteina del factor C del cangrejo herradura
heteréloga y recombinante, que puede activarse por endotoxina, quimotripsina o lipido A para convertirse en una
enzima activa. Se entiende que esta capacidad no se limita a miembros del orden Trypanosomatida (tripanosomas
cinetoplastidos), sino que es una caracteristica del protozoo parasito cinetoplastido en su conjunto. Los expertos en
la materia reconoceran que el tripanosoma cinetoplastido distinto de los miembros del género Leishmania también
se puede usar para la expresion recombinante del factor C heterélogo.

En diversas realizaciones, el vector o plasmido comprende ademas una secuencia de acido nucleico que codifica
una o mas proteinas para fusionarse con la proteina del factor C producida por un método de la presente invencion.
Estas realizaciones proporcionan la produccién de proteinas de fusién o proteinas quiméricas de la proteina del
factor C mediante los métodos de la presente invencion.

El alcance de la presente invencion abarca vectores y plasmidos, que comprenden una o mas secuencias de acido
nucleico, que codifican una o mas proteinas del factor C recombinantes de cangrejo herradura.

Métodos para producir el factor C

La presente invencion proporciona un método para producir el factor C a partir de un cangrejo herradura,
comprendiendo el método las etapas de (a) cultivar células de un protozoo parasito de la presente invencion en
condiciones tales que las células del protozoo parasito expresan el factor C codificado por el polinucledtido y (b)
recuperar el factor C producido en | etapa (a) del cultivo celular. Las células usadas en los métodos para producir el
factor C de cangrejo herradura de acuerdo con la presente invencion son células huésped como se describe en el
presente documento. Por lo tanto, esta claro que las células huésped usadas en los métodos para producir factor C
de cangrejo herradura de acuerdo con la presente invencion comprenden un polinucleétido que codifica factor C de
cangrejo herradura como se describe en el presente documento.

En diversas realizaciones, el método para producir factor C de cangrejo herradura de acuerdo con la presente
invencion comprende una etapa de transfeccion de una célula huésped de protozoo parasito con un vector o
plasmido de la presente invencion. Obviamente, dicha etapa precede a la etapa de cultivo de la célula huésped en
condiciones tales que se expresa el factor C recombinante. Preferentemente, la célula huésped de protozoo parasito
es una célula huésped de protozoo parasita de cinetoplastido. Mas preferentemente, la célula huésped de protozoo
parasito cinetoplastido es un tripanosomatido digenético (es decir, un miembro digenético del orden
Trypanosomatida). Aun mas preferentemente, la célula huésped de protozoo parasito es una célula del orden
Trypanosomatida. Incluso mas preferentemente, la célula huésped de protozoo parasito es una célula del género
Leishmania. Lo mas preferentemente, la célula huésped de protozoo parasito es Leishmania tarentolae.

En diversas realizaciones, el método para producir proteina del factor C de cangrejo herradura en una célula
huésped o sistema de expresién de acuerdo con la presente invencion comprende cultivar una célula huésped
transfectada estable de la presente en un medio de seleccion para la expresion constitutiva del gen heterélogo,
donde la célula huésped transfectada estable comprende (a) una secuencia de ADN que codifica un gen de un
marcador seleccionable y (b) una secuencia de ADN heterélogo que codifica la proteina del factor C de cangrejo
herradura operativamente unida e integrada en el gen transcrito activamente.

En diversas realizaciones, el método para producir proteina del factor C de cangrejo herradura en una célula
huésped o sistema de expresién de acuerdo con la presente invencion comprende cultivar una célula huésped
transfectada estable de la presente en un medio de seleccion para la expresion constitutiva del gen heterélogo,
donde la célula huésped transfectada estable comprende (A) una secuencia de ADN que codifica un gen de un
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marcador seleccionable y (b) una secuencia de ADN heterélogo que codifica la proteina del factor C de cangrejo
herradura operativamente unida a un ADN plasmidico mantenido episémicamente con un promotor activo.

En diversas realizaciones, el método para producir proteina del factor C de cangrejo herradura en una célula
huésped o sistema de expresién de acuerdo con la presente invencion comprende cultivar una célula huésped
transfectada estable del presente documento, donde la célula huésped transfectada estable comprende: (a) una
secuencia de ADN que codifica una ARN polimerasa heterdloga, integrada en un grupo de genes transcritos
activamente, (b) (una secuencia de ADN que codifica un marcador seleccionable integrado en un grupo de genes
transcritos activamente, (c) una secuencia de ADN que codifica un gen represor de la transcripcion integrado en un
grupo de genes transcritos de forma activa y (d) una secuencia de ADN heterdloga que codifica la proteina del factor
C de cangrejo herradura precedida por el promotor de la ARN polimerasa heteréloga y un elemento sensible al
represor, y donde la célula huésped transfectada estable se cultiva con un marcador seleccionable y la expresion del
gen heterdlogo se induce con un inhibidor del represor heterélogo.

El alcance de la presente invencién abarca realizaciones del método para producir el factor C segun la presente
invencion, donde el factor C recombinante de cangrejo herradura se acumula dentro de la célula huésped. El alcance
de la presente invencion también abarca realizaciones del método para producir el factor C segun la presente
invencion, donde el factor C recombinante de cangrejo herradura se acumula en el medio de cultivo celular debido a
la secrecion de la proteina expresada. Por lo tanto, en diversas realizaciones, la etapa de recuperar el factor C
producido en la etapa (a) del cultivo celular significa recuperar el factor C de las células huésped, donde la proteina
del factor C expresado se acumula. La recuperacion del factor C de las células huésped, en las que se acumula la
proteina del factor C, incluye, aunque no de forma limitativa, una etapa de lisis de las células huésped. Las técnicas
de ejemplo para la lisis celular incluyen, aunque no de forma limitativa, ultrasonidos, prensa francesa vy lisis
enzimatica. La recuperacién del factor C de las células huésped, en las que se acumula la proteina del factor C,
puede incluir una etapa separada de extraccion de la proteina del factor C expresada después de la lisis de la célula
huésped.

En varias otras realizaciones, la etapa de recuperar el factor C producido en la etapa (a) del cultivo celular significa
recuperar el factor C del medio de cultivo celular, donde el factor C se acumula en el medio de cultivo celular debido
a la secrecion de la proteina expresada. La recuperacion del factor C del medio de cultivo celular, donde la proteina
del factor C se acumula debido a la secrecion de la proteina expresada, puede incluir ademas una etapa separada
de extraccion de la proteina del factor C expresada después del medio de cultivo celular.

En diversas realizaciones, la etapa de recuperar el factor C producido en la etapa (a) del cultivo celular significa
recuperar el factor C de las células huésped y el medio de cultivo celular al mismo tiempo. En el presente
documento, la etapa de recuperar el factor C incluye, aunque no de forma limitativa, una etapa de lisis de las células
huésped.

En diversas realizaciones, la etapa de recuperar la proteina del factor C descrita anteriormente se puede considerar
como una etapa de aislamiento de la proteina del factor C del cultivo celular, en particular de las células huésped y el
medio de cultivo celular, respectivamente.

En diversas realizaciones, el factor C obtenido directamente a partir de un método de acuerdo con la presente
invencion se puede considerar como factor C purificado, que es directamente aplicable para la deteccion de
endotoxinas y/o la eliminacién de endotoxinas. Sin embargo, en diversas realizaciones, el método para producir €l
factor C de acuerdo con la presente invencién puede comprender una etapa separada de purificacion del factor C
obtenido directamente del proceso de produccion. Preferentemente, el método para producir el factor C de acuerdo
con la presente invencion puede comprender una etapa de purificacion del factor C por medios cromatograficos. Los
ejemplos de medios cromatograficos incluyen, aunque no de forma limitativa, cromatografia de intercambio i6nico,
filtracion en gel, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia en fase inversa y cromatografia de afinidad.
Claramente, dicha etapa separada de purificacion de la proteina del factor C por medios cromatograficos sigue
cualquier etapa de recuperacién/aislamiento de la proteina del factor C como se ha descrito anteriormente.

En diversas realizaciones, el método para producir el factor C de acuerdo con la presente invencion puede
comprender una etapa de concentracion y/o estabilizacion de la proteina del factor C obtenida después de la
recuperacion de la proteina del factor C. En diversas realizaciones, el método para producir el factor C de acuerdo
con la presente invencion puede comprender una etapa de concentracion y/o estabilizacion de la proteina del factor
C obtenida después de la purificacion de la proteina del factor C por medios cromatograficos. La etapa de
estabilizacion de la proteina del factor C puede incluir el uso de un agente estabilizante de proteinas. Entre los
ejemplos de agentes estabilizantes de proteinas se incluyen, aunque no de forma limitativa, agentes reductores,
concentraciones altas de sales monovalentes o bivalentes, aditivos hidréfobos, aditivos anfifilicos y glicerol. En
diversas realizaciones, la etapa de concentrar la proteina del factor C incluye la concentracion del sobrenadante del
cultivo resultante del proceso de produccién, es decir, la etapa de concentracion se realiza antes de la etapa de
recuperacion/aislamiento como se ha descrito anteriormente. En varias otras realizaciones, la etapa de concentrar la
proteina del factor C incluye la concentracion de la solucién de la proteina del factor C, que se obtiene después de
realizar la etapa de recuperacion/aislamiento de la proteina del factor C como se ha descrito en el presente
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documento anteriormente, es decir, la etapa de concentracidon se realiza DESPUES de la etapa de
recuperacion/aislamiento como se ha descrito anteriormente. Los medios y métodos para concentrar la proteina del
factor C incluyen, aunque no de forma limitativa, filtracion, captura cromatografica y elucion, y liofilizacion.

Se ha demostrado que la proteina del factor C de cangrejo herradura producida por un método de la presente
invencion es enzimaticamente activa tras la unién a endotoxina o quimotripsina, tal como se describe en el ejemplo
4. El hecho de que el factor C asi producido retenga la bioactividad de tener la actividad enzimatica de tipo factor C
es un rasgo técnico caracteristico del factor C recombinante proporcionado por la presente invenciéon debido a que
muchos intentos en la técnica de producir factor C enzimaticamente activo en varias células huésped han fallado,
como se ha tratado anteriormente en el presente documento. Los presentes inventores han descubierto
sorprendentemente que la producciéon recombinante de factor C de cangrejos herradura en una célula huésped
protozoo proporciona una proteina del factor C, que es enzimaticamente activa tras la activacion por endotoxina (o
quimotripsina o lipido A). Esto no podria haberse esperado de las ensefianzas de la técnica anterior, segun las
cuales la produccion de la proteina del factor C enzimaticamente activa en procariotas y eucariotas inferiores no
proporciond un Factor enzimaticamente activo, y segun el cual se deberian usar sistemas de expresion eucariotas
superiores para producir rFC con actividad biolégica completa en lugar de un sistema de expresion procariota o
eucariota simple como levadura. Como se describe en la seccidon Antecedentes, el uso exitoso de células de insecto
ha llevado a esta ensefianza, en relacion con el conocimiento de que las células de insecto se parecen mas a las
células del cangrejo herradura que las células de levadura en su fisiologia y bioquimica. Por lo tanto, se consider6 en
la técnica que el factor C recombinante se debe producir en las células, que se asemejan mas a la proteina
purificada de su fuente natural, es decir, cangrejos de herradura, y retienen la bioactividad de tener actividad de
serina proteasa después de ser activados por endotoxina.

El alcance de la presente invencion abarca la produccién de factor C recombinante de cangrejo herradura en cultivos
en fermentador basandose en los medios y métodos para producir factor C recombinante descritos en el presente
documento. El alcance de la presente invencion también abarca una produccion de fermentacion del factor C
recombinante de cangrejo herradura a escala industrial basada en los medios y métodos para producir el factor C
recombinante descrito en el presente documento. El alcance de la presente invencién abarca el uso de cualquier tipo
de fermentador, incluyendo fermentadores a escala de laboratorio y fermentadores a escala industrial. En la
produccién de fermentacion de acuerdo con la presente invencion, la concentracién de, entre otros, la (s) fuente (s)
de carbono se controlan preferentemente durante el cultivo hasta una concentracién tal que sustancialmente no se
producen efectos adversos sobre la productividad de la proteina del factor C recombinante.

Factor C producido mediante métodos de la presente invencion

El factor C producido por un método de la presente invencién abarca la proteina del factor C que tiene la secuencia
de aminoacidos del factor C tal como se encuentra en su fuente natural, es decir, como se puede obtener a partir de
cangrejos herradura, asi como a sus variantes como se describe en el presente documento. De manera similar, el
factor C producido por un método de la presente invencion abarca la proteina del factor C codificada por una
secuencia de acido nucleico, que es idéntica a la secuencia de acido nucleico que codifica el Factor C tal como se
encuentra en su fuente natural, es decir, como se puede obtener a partir de cangrejos herradura, asi como a sus
variantes como se describe en el presente documento. En cualquier caso, la proteina del factor C producida
mediante un método de la presente invencidn muestra actividad enzimatica de tipo factor C al activarse con
endotoxina (o quimotripsina o lipido A).

En la presente invencion, la expresion "Factor C producido por un método de la presente invencion" abarca "Factor
C obtenido (u obtenible) a partir de un método de la presente invencion". Dichos términos pueden usarse
indistintamente.

La produccion del factor C de cangrejo herradura en una célula huésped protozoo, en particular en una célula
huésped tripanosomatido (es decir, una célula huésped del orden Trypanosomatida) ilustrada por las células del
género Leishmania, proporciona una glucosilacion especifica del factor C, que es diferente del patrén de glicosilacion
proporcionado por la expresion del factor C en organismos procariotas, levaduras y sistemas de expresion de
eucariotas superiores, como células de insecto. Por lo tanto, el factor C obtenido a partir del método de la presente
invencion es estructuralmente diferente de la proteina del factor C obtenida a partir de los métodos descritos en la
técnica. Por lo tanto, el método para producir el factor C proporcionado por la presente invencién proporciona un
producto, es decir, factor C recombinante, que, como tal, es nuevo sobre el factor C descrito en la técnica anterior.
La presente invencién proporciona, por tanto, una nueva proteina del factor C, que tiene un peso molecular de
aproximadamente 102 kDa segun se determina mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras y que se puede
obtener mediante un método para producir el Factor C de cangrejo herradura segun la presente invencion.

Tal como se usa en el presente documento, una expresion equivalente para "obtenible" se representa mediante los
términos "obtenido" u "obtenido directamente”.

Preferentemente, el factor C producido mediante un método de la presente invencién tiene la secuencia de
aminoacidos que es sustancialmente idéntica a la secuencia de aminoacidos del Factor C de Tachypleus tridentatus,
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mas preferentemente, el Factor C producido por un método de la presente invencién comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4. La producciéon recombinante de factor C de Tachypleus tridentatus no se ha descrito
anteriormente. En particular, la produccion del factor C de achypleus tridentatus en un huésped protozoo parasito,
especificamente en una célula huésped tripanosomatido (es decir, una célula huésped del orden Trypanosomatida)
ilustrada por las células del género Leishmania, no se ha descrito anteriormente.

La proteina del factor C recombinante de la presente invencion se puede aislar y purificar a partir de una célula
huésped protozoo de la presente invencion que contiene o expresa la proteina del factor C recombinante mediante
técnicas conocidas en la materia, que incluyen, aunque no de forma limitativa, lisis, cromatografia, filtracion y
centrifugacion. Lo mismo se aplica con respecto al aislamiento y la purificacion del factor C recombinante de la
presente invencion a partir del medio de cultivo celular en caso de que la proteina expresada se secrete y se
acumule en el medio de cultivo celular. Tal como se ha explicado anteriormente en el presente documento, en
diversas realizaciones, el factor C obtenido directamente a partir de un método de la presente invencion se puede
considerar como factor C purificado, es decir, sin la aplicacion de purificacién especifica del Factor C por medios
cromatograficos. En particular, para ciertas aplicaciones del factor C, la proteina puede aislarse de la célula huésped
(en caso de que la proteina del factor C se acumule intracelularmente) o del medio de cultivo celular (en caso de que
la proteina del factor C se secrete en el medio de cultivo celular) sin realizar una etapa de purificacion separada que
implica medios cromatograficos. En diversas realizaciones, incluso el medio de cultivo celular que contiene la
proteina del factor C secretada y acumulada puede usarse para ciertas aplicaciones de deteccion de endotoxinas o
eliminacién de endotoxinas. El alcance de la presente invencién abarca el uso del medio de cultivo celular que
contiene el Factor C, donde el medio de cultivo celular se ha concentrado y/o la proteina del factor C en el medio de
cultivo celular se ha estabilizado antes de la aplicacion del medio de cultivo celular. Los medios y métodos para
concentrar el medio de cultivo celular incluyen, aunque no de forma limitativa, filtracion, captura cromatografica y
elucion, y liofilizacion. Adicionalmente, la proteina del factor C contenida en el medio de cultivo celular puede incluir
el uso de un agente estabilizante de proteinas. Entre los ejemplos de agentes estabilizantes de proteinas se
incluyen, aunque no de forma limitativa, agentes reductores, concentraciones altas de sales monovalentes y
bivalentes, aditivos hidréfobos, aditivos anfifilicos y glicerol.

En diversas realizaciones, la proteina del factor C recombinante aislada y/o purificada producida por la presente
invencion esta marcada. Preferentemente, el marcador se selecciona del grupo que consiste en un marcador
enzimatico, un radiois6topo, un marcador fluorescente y biotina.

También esta abarcado por la presente invencién el factor C recombinante producido por un método de la presente
invencion, que se combina con parte o partes del dominio constante de una inmunoglobulina (IgG), dando como
resultado un Factor C quimérico proporcionado por la presente invencion. Estas proteinas de fusién pueden facilitar
el aislamiento y/o la purificacion del Factor C proporcionado segun los métodos de la presente invencion.

El alcance de la presente invencién abarca proteinas de fusion del factor C recombinante, que se puede producir
mediante métodos para producir proteina del factor C de la presente invencion.

La presente invencion proporciona adicionalmente proteinas quiméricas que comprenden el factor C producido de
acuerdo con un método de la presente invencion y una o mas proteinas heterdlogas.

Como se ha descrito anteriormente en el presente documento, el Factor C recombinante de la presente invencioén se
produce como un zimégeno (o proenzima), que es inducible por la presencia de niveles traza de endotoxina.
Especificamente, el Factor C obtenido mediante un método de la presente invencion se convierte
(auto)cataliticamente en su forma activa en presencia de endotoxina. El factor C producido mediante un método de
la presente invencion se puede proteger de la activacion por endotoxina y escision autocatalitica de la cadena L al
poner en contacto el factor C producido con un agente estabilizante similar, por ejemplo, DMSO, 2-propanol, o
inhibidores de proteasa y, opcionalmente, un agente quelante. Si la proteina del factor C tras la expresion se
acumula intracelularmente dentro de una célula huésped protozoo de acuerdo con la presente invencion, dicho
contacto puede realizarse lisando las células huésped en presencia de DMSOQO vy, opcionalmente, un agente quelante.
Si la proteina del factor C de la presente invencion se secreta en el medio de cultivo celular, dicho contacto puede
realizarse afiadiendo DMSO vy, opcionalmente, un agente quelante, al medio de cultivo celular antes de aislar y/o
purificar adicionalmente la proteina del factor C. Por supuesto, en diversas realizaciones, dicho contacto puede
realizarse afiadiendo DMSO vy, opcionalmente, un agente quelante, al medio de cultivo celular después de aislar y/o
purificar adicionalmente la proteina del factor C. Basicamente, se puede agregar DMSO a las soluciones que se
utilizan durante el proceso de aislamiento y/o purificacion. Incluso una mayor proteccion del factor C producido
mediante un método de acuerdo con la presente invencidon se consigue afadiendo también a la solucién de
aislamiento/purificacion un agente eficaz para quelar los iones metalicos divalentes.

En diversas realizaciones, la proteina del factor C de la presente invenciéon se acumula intracelularmente dentro de
una célula huésped protozoo de acuerdo con la presente invenciéon. En varias otras realizaciones, la proteina del
factor C de la presente invencién se acumula en el medio de cultivo celular del cultivo de células huésped protozoo
de acuerdo con la presente invencion. La acumulacion de la proteina del factor C en el medio de cultivo celular
normalmente se debe a la secrecion de la proteina expresada. Sin embargo, el alcance de la presente invencion
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abarca también realizaciones, en las que la acumulacion de la proteina del factor C en el medio de cultivo celular
normalmente se debe a la lisis de las células huésped, donde la proteina del factor C se acumulé primero
intracelularmente. Las técnicas de ejemplo para la lisis celular realizadas después de la expresion y la acumulacion
intracelular de la proteina del factor C incluyen, aunque no de forma limitativa, ultrasonidos, prensa francesa y lisis
enzimatica.

Los marcadores de afinidad se fijan a las proteinas para que puedan purificarse de su fuente biolégica en bruto
usando una técnica de afinidad. El alcance de la presente invencién abarca el Factor C producido mediante un
método de la presente invencion, donde el Factor C producido comprende un marcador de afinidad para la
purificacion. Dichos marcadores de purificacion incluyen, aunque no de forma limitativa, marcadores de aminoacidos
y peptidicos HIS, CBP, CYD (péptido NorpD covalente aunque disociable), Strep Il, FLAG, y HPC (cadena pesada
de la proteina C, asi como los sistemas marcadores de fusion proteica GST y MBP.

La presente invencion también comprende la proteina del factor C producida por la presente invencién que lleva un
marcador quimico. Un ejemplo de marcador quimico es la biotina, que proporciona la purificacion mediante union
estrecha a estreptavidina-agarosa o estreptavidina-perlas. La biotinilacion del factor C de la presente invencion
también incluye el factor C biotinilado para la inmovilizacion del factor C sobre las superficies. El marcador biotina
puede usarse en cromatografia de afinidad con una columna que tiene avidina (también estreptavidina o
neutravidina) unida a ella. El marcador biotina también se puede usar para la deteccion de factor C a través de
anticuerpos anti-biotina o estrategias de deteccion marcadas con avidina/estreptavidina, tales como los indicadores
de enzimas (por ejemplo, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina) o sondas fluorescentes. Esto puede ser
util en métodos inmunoanaliticos que incluyen, aunque no de forma limitativa, ensayos ELISA.

Factor C purificado

Como se describe en el presente documento, la presente invencién proporciona el factor C que tiene un peso
molecular de aproximadamente 102 kDa segun se determina mediante SDS-PAGE en condiciones no reductoras
producidas por un método de acuerdo con la presente invencion. El Factor C obtenido a partir de un método segun
la presente invencién se puede aplicar directamente a métodos para la deteccién de endotoxinas o la eliminaciéon de
endotoxinas sin ninguna purificacion por separado por medios cromatograficos. Por lo tanto, como se describe en el
presente documento ya en otra parte, el factor C obtenido directamente a partir de un método de acuerdo con la
presente invenciéon se puede considerar, por tanto, factor C purificado. La presente invencién también abarca el
Factor C, que se purifica adicionalmente mediante medios cromatograficos, es decir, el Factor C producido por un
método segun la presente invencion u obtenido directamente a partir de un método de acuerdo con la presente
invencion se purifica adicionalmente por medios cromatograficos. La aplicacion de medios cromatograficos incluye,
aunque no de forma limitativa, cromatografia de intercambio iénico, filtracion en gel, cromatografia de interaccion
hidréfoba, cromatografia en fase inversa y cromatografia de afinidad.

En diversas realizaciones, el factor C purificado de acuerdo con la presente invencion incluye, aunque no de forma
limitativa, el factor C aislado, concentrado y/o estabilizado. El Factor C aislado incluye, aunque no de forma
limitativa, el Factor C aislado a partir del cultivo celular o del medio de cultivo celular obtenido del cultivo de una
célula huésped protozoo para producir el factor C de acuerdo con la presente invencién. El Factor C concentrado
incluye, aunque no de forma limitativa, el factor C concentrado a partir del cultivo celular o del medio de cultivo
celular obtenido del cultivo de una célula huésped protozoo para producir el factor C de acuerdo con la presente
invencion. Los medios y métodos para concentrar el Factor en consecuencia incluyen, aunque no de forma limitativa,
filtracion, captura cromatografica y elucion, y liofilizacion. El Factor C estabilizado incluye, aunque no de forma
limitativa, el factor C estabilizado por un agente estabilizante de proteina. Entre los ejemplos de agentes
estabilizantes de proteinas se incluyen, aunque no de forma limitativa, agentes reductores, concentraciones altas de
sales monovalentes y bivalentes, aditivos hidréfobos, aditivos anfifilicos y glicerol.

En diversas realizaciones, el factor C purificado de acuerdo con la presente invencion incluye, aunque no de forma
limitativa, el factor C purificado de manera intermedia, que significa Factor C, que se purifica a partir de la mayoria
de las impurezas en masa, tales como otras proteinas y acidos nucleicos.

En diversas realizaciones, el factor C purificado de acuerdo con la presente invencion incluye, aunque no de forma
limitativa, factor C de alta pureza, que significa factor C purificado a partir de cualquier resto de impurezas traza o
sustancias estrechamente relacionadas.

En diversas realizaciones, el factor C proporcionado por la presente invencion, o producido por un método de la
presente invencion, tiene una pureza de al menos el 75 % o al menos el 80 %, es decir, el factor C constituye al
menos el 75 % o al menos el 80 % de la proteina total. En diversas realizaciones, el factor C proporcionado por la
presente invencion, o producido por un método de la presente invencion, tiene una pureza de al menos el 85% o al
menos el 90%, es decir, el factor C constituye al menos el 85 % o al menos el 90 % de la proteina total. En diversas
realizaciones, el factor C proporcionado por la presente invencién, o producido por un método de la presente
invencion, tiene una pureza de al menos el 95% o al menos el 96%, es decir, el factor C constituye al menos el 95%
o al menos el 96% de la proteina total. En diversas realizaciones, el factor C proporcionado por la presente
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invencion, o producido por un método de la presente invencion, tiene una pureza de al menos el 97% o al menos el
98%, es decir, el factor C constituye al menos el 97% o al menos el 98% de la proteina total. En diversas
realizaciones, el factor C proporcionado por la presente invencién, o producido por un método de la presente
invencion, tiene una pureza de al menos el 99% o incluso el 100%, es decir, el factor C constituye al menos el 99 %
o al menos el 100 % de la proteina total.

Anticuerpos

También se describe en el presente documento un anticuerpo o fragmento del mismo que se une especificamente a
una proteina del factor C de cangrejo herradura o fragmento de la misma proporcionada por la presente invencién u
obtenida de un método de la presente invencion. El anticuerpo se puede unir especificamente al factor C de cangrejo
herradura de longitud completa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 4.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo quimérico, un fragmento
Fab, un fragmento F(ab’); o un fragmento scFv. El anticuerpo divulgado en el presente documento puede marcarse.
El marcador puede ser un marcador enzimatico, un radioisétopo, un marcador fluorescente o biotina. La proteina del
factor C de cangrejo herradura de la presente invencién se puede usar para producir anticuerpos policlonales y
monoclonales. Los anticuerpos se pueden preparar mediante cualquiera de una variedad de métodos disponibles en
la técnica y conocidos por los expertos en la técnica. Los fragmentos de anticuerpos divulgados en el presente
documento, ya sea unidos a otras secuencias o no, también pueden incluir inserciones, deleciones, sustituciones u
otras modificaciones seleccionadas de regiones particulares o restos de aminoacidos especificos, con la condicion
de que la actividad del fragmento de anticuerpo no se altere o deteriore significativamente. comparado con el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo no modificado. Estas modificaciones pueden proporcionar alguna propiedad
adicional, tal como eliminar/agregar aminoacidos capaces de formar puentes disulfuro. En cualquier caso, los
fragmentos de anticuerpo de acuerdo con la presente invencion deben poseer una propiedad bioactiva, tal como
union especifica a su antigeno afin.

Las regiones funcionales o activas de los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos descritos en el presente
documento pueden identificarse por mutagénesis de una region especifica de la proteina, seguido de expresién y
prueba del polipéptido expresado. Dichos métodos son facilimente evidentes para un experto en la técnica y pueden
incluir mutagénesis especifica de sitio del acido nucleico que codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Composiciones y soluciones

En el presente documento se divulgan composiciones que comprenden proteina del factor C recombinante de
cangrejo herradura producida de acuerdo con un método de la presente invencion. En el presente documento
también se divulga una composicién que comprende un polinucleétido o molécula de acido nucleico como se divulga
en el presente documento. En el presente documento también se divulga una composicidon que comprende un vector
o plasmido como se divulga en el presente documento. En el presente documento se divulga adicionalmente una
composicion que comprende una célula huésped de protozoo parasito de acuerdo con la presente invencién. En el
presente documento se divulga adicionalmente una composiciéon que comprende una proteina de fusién o una
proteina quimérica de acuerdo con la presente invencion.

Una composicion de acuerdo con la presente divulgacion puede ser una composicion de diagndstico.

Una composicion de acuerdo con la presente divulgacion puede ser una composicion para detectar endotoxina,
especificamente para detectar endotoxina en una muestra. En varios aspectos, la muestra es una muestra
ambiental. En varios aspectos, la muestra es una muestra biologica. En diversas realizaciones, la muestra es una
muestra de prueba, especificamente una muestra de prueba biolégica o ambiental. Especificamente, la muestra
biolégica o la muestra de prueba bioldgica es una muestra biolégica o muestra de prueba bioldgica obtenida de un
mamifero. EI mamifero puede ser un ser humano. El alcance de la presente invencién abarca la deteccion de
endotoxinas en una muestra obtenida de animales que incluyen, aunque no de forma limitativa, perros, gatos,
cerdos, caballos, aves y reptiles.

En el presente documento se divulgan soluciones, especificamente soluciones de diagndéstico, que comprenden la
proteina del factor C recombinante de la presente invencion. En el presente documento también se divulgan
soluciones para eliminar la endotoxina que comprende el factor C recombinante producido de acuerdo con un
método de la presente invencion.

En diversas realizaciones, el factor C de cangrejo herradura producido mediante un método de acuerdo con la
presente invencion u obtenido de un método de la presente invencion se puede designar como un agente para
medir/detectar endotoxina (agente de deteccidon/medicion de endotoxina). En diversas realizaciones, el Factor C de
cangrejo herradura producido mediante un método de acuerdo con la presente invencion u obtenido de un método
de la presente invencion se puede designar como un agente para eliminar endotoxina (agente eliminador de
endotoxina).
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Las composiciones y soluciones divulgadas en el presente documento, que comprenden el factor C de cangrejo
herradura de la presente invencion, pueden comprender ademas un componente distinto del Factor C recombinante
producido por un método de la presente invencién. En particular, el agente puede comprender ademas un sustrato
de Factor C para la deteccion, siempre que el agente pueda usarse para la medicion/deteccion de endotoxina.

Las composiciones y soluciones que contienen factor C divulgadas en el presente documento también pueden
comprender, por gjemplo, un agente tampon del pH y/o una sal, preferentemente una sal quelante. Los ejemplos de
agentes tamponadores de pH incluyen, aunque no de forma limitativa, tampon HEPES, tampén MES y tampén Tris.
Los disolventes organicos tales como alcoholes, ésteres, cetonas y amidas también pueden estar comprendidas en
las composiciones y soluciones divulgadas en el presente documento.

El agente de deteccion/medicion de endotoxina y/o el agente de eliminacion de endotoxina de la presente
divulgacion se pueden formular en una forma arbitraria que incluye, aunque no de forma limitativa, una forma solida,
una forma liquida y una forma de gel. Se pueden usar aditivos como vehiculos de formulacion, incluyendo, aunque
no de forma limitativa, vehiculos, aglutinantes, disgregantes, lubricantes, estabilizantes, correctores y diluyentes y
disolventes.

En varios aspectos, las composiciones y soluciones de la presente divulgacion, que comprenden el factor C de
cangrejo herradura recombinante de la presente invencion, pueden comprender ademas un tensioactivo. Por lo
tanto, en el presente documento se divulga un reactivo para detectar endotoxina, que comprende una proteina del
factor C de cangrejo herradura producida de acuerdo con un método de la presente invencion u obtenida de un
método de la presente invencion, y un agente tensioactivo. En varios aspectos, el tensioactivo es un tensioactivo
anfoétero. En varios otros aspectos, el tensioactivo es un tensioactivo aniénico o un tensioactivo catioénico. En varios
otros aspectos, el tensioactivo es un tensioactivo no iénico. Especialmente, el tensioactivo se selecciona del grupo
que consiste en ZWITTERGENT 3-14, Triton X-100, Triton X-114, octil-beta-D-tioglucésido, Genapol C-100, Tween
20 y Tween 80. Especificamente, el tensioactivo esta presente en una composicion o solucion divulgada en el
presente documento a una concentracién de 0,001 a 0,5 %, mas especificamente a una concentracién de 0,001 a
0,025 %, aun mas especificamente a una concentracion de 0,001 a 0,01 %. En varios aspectos, el tensioactivo esta
presente en una composicion o solucién divulgada en el presente documento a una concentracion de 0,004 a 0,006
%.

La proteina de Factor C de cangrejo herradura de la presente invencion puede usarse para medir/detectar
endotoxina como tal o puede usarse después de diluir, dispersar o disolver en agua, solucién salina fisioldgica,
tampodn o similares. "Proteina del factor C como tal" abarca cualquier forma de proteina del factor C obtenida
directamente de un método de la presente invencion, incluyendo factor C aislado, concentrado y/o purificado
obtenido de un método de la presente invencién. El alcance de la presente invencion también abarca "proteina del
factor C como tal" obtenida después de purificarse por medios cromatograficos. Tales realizaciones estan dentro del
alcance de la presente invencion.

Meétodos para la deteccion de endotoxina

El factor C recombinante proporcionado por la presente invencion forma la base de un ensayo de diagndstico de
endotoxina para cribados de alto rendimiento de endotoxina. El factor C zimdégeno recombinante activado por
endotoxina hidroliza cataliticamente los sustratos sintéticos para formar productos medibles, cuantificando asi la
endotoxina.

La presente invencion proporciona el uso de proteina del factor C de cangrejo herradura producida mediante
métodos para producir el factor C de acuerdocon la presente invencién en un método para la deteccion de
endotoxina, donde la proteina del factor C producida exhibe actividad de serina proteasa al unirse a la endotoxina.
En diversas realizaciones, el factor C de cangrejo herradura de la presente invenciéon se usa en un método para
deteccion de endotoxina que comprende poner en contacto una muestra, preferentemente una muestra de prueba,
para analizar la presencia de endotoxina (LPS) o lipido A con factor C de herradura de herradura recombinante.
segun la invencion, y medir la actividad enzimatica (es decir, actividad de serina proteasa) del factor C recombinante.
La actividad enzimatica delfactor C recombinante refleja su activacion debido a la unién de endotoxina o lipido A, o
de otra endotoxina conocida en la técnica para unirse al factor C de un cangrejo herradura. La actividad enzimatica
del factor C (en particular la actividad de serina proteasa) se mide convenientemente por cualquier método conocido
en la técnica, pero se mide preferentemente mediante un método cromogénico o fluorogénico. Tales métodos
comprenden medir la formacién de un producto, que resulta de la escisién de un sustrato del factor C por la actividad
proteasa del Factor C recombinante. La medicion se basa en un cambio de color (en el caso de un sustrato
cromogénico) o emision de fluorescencia ( en el caso de un sustrato fluorogénico) resultante de la escision del
sustrato. El alcance de la presente invencién abarca el uso de sustratos de factor C cromogénicos y fluorogénicos,
que incluyen, aunque no de forma limitativa, sustratos de peptidil-pNA cromogénicos y sustratos de peptidil-AMC,
peptidil-AFC y peptidil-MCA fluorogénicos. Los sustratos preferentes para dicho ensayo cromogénico o fluorogénico
son N-t-Boc-VPR-MCA, N-t-Boc-VPR-AMC, Mu-VPR-AFC y Boc-VPR-pNA.

Otros aspectos de la presente divulgacion incluyen métodos inmunolégicos para analizar la presencia de endotoxina
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o lipido A en una muestra, preferentemente una muestra de prueba. Estos métodos se basan en la unién especifica
de un anticuerpo al factor C recombinante, seguido de la deteccion y/o cuantificacion del complejo del factor C-
anticuerpo. La muestra que se va a analizar se puede poner en contacto con un anticuerpo inmovilizado que se une
especificamente a la endotoxina o al lipido A. El ligando inmovilizado (es decir, la endotoxina o el lipido A
inmovilizado) se pone luego en contacto con el factor C recombinante de acuerdo con la presente invencion, dando
como resultado un factor C recombinante (rFC) inmovilizado. A continuaciéon, el rFC inmovilizado se pone en
contacto con un segundo anticuerpo que se une especificamente al rFC inmovilizado. La presencia y/o la cantidad
del complejo inmovilizado, que comprende el rFC unido al segundo anticuerpo, se puede determinar mediante
cualquier técnica conocida en la materia, por ejemplo, mediante la aplicacién de un tercer anticuerpo que se une
especificamente al segundo anticuerpo, por ejemplo, a través de la porcion Fc del anticuerpo. En una realizacion
alternativa, en lugar de aplicar el segundo anticuerpo, se mide la actividad enzimatica del rFC inmovilizado.

En otro aspecto de la presente divulgacion, la union especifica de endotoxina o lipido A a rFC de la presente
invencion se emplea en ensayos disponibles en el mercado, por ejemplo, el ensayo BIACORE™ (Pharmacia
Biotech). Inmovilizando el rFC en la placa de sustrato de tales aparatos, puede detectarse la presencia de
endotoxina o lipido A en una muestra. El experto en la materia es capaz de optimizar la cantidad de rFC a inmovilizar
para una carga dada de endotoxina en una muestra.

En varios aspectos, el método para detectar endotoxina se realiza en una muestra de prueba, especificamente una
muestra de prueba obtenida de un mamifero. El mamifero puede ser un ser humano. El alcance de la presente
divulgacion también abarca la deteccion de endotoxinas en una muestra obtenida de animales, que incluyen, aunque
no de forma limitativa, perros, gatos, cerdos, caballos, aves y reptiles.

En varios aspectos, el método para la deteccién de endotoxina comprende el uso de un soporte sélido pre-recubierto
selectivo para endotoxina. En particular, la captura selectiva de endotoxina (LPS) se logra usando una proteina
receptora derivada de fago que esta dirigida a la parte central interna (es decir, el oligosacarido central interno) o la
parte de lipido A del LPS. La estructura central interna del LPS, junto con la parte de lipido A, es una estructura
altamente conservada. La estructura central externa es ligeramente variable y el O-antigeno es altamente
heterogéneo. La proteina receptora derivada de fago que se utilizara puede exhibir alta afinidad y alta especificidad
para las regiones conservadas de la endotoxina. Las regiones altamente conservadas de la endotoxina unidas por
dicha proteina receptora derivada de fago abarcan tanto la regiéon central como el lipido A. Por lo tanto, dicha
proteina receptora derivada de fago se une a la region central interna (es decir, el oligosacarido central interno) y/o el
lipido A. En varios aspectos, dicha proteina receptora derivada de fago es una proteina de la cola del bacteriéfago,
una proteina de la cabeza del bacteri6fago de un bacteri6fago con cola, o una proteina de la cubierta del
bacteriéfago de un bacteriéfago sin cola. Especificamente, dicha proteina receptora derivada de fago puede ser una
proteina de la cola del bacteriéfago. Especificamente, la proteina de la cola del bacteriéfago puede ser una proteina
de la fibra de la cola del bacteridfago corto. En varios aspectos, la fibra de la cola del bacteriéfago corto se
selecciona de K3, T2, T4, Ox2, RB32-33, AR1, PP01 y RB69. En varios aspectos, la proteina de la cola del
bacteriéfago se modifica para la deteccion de endotoxina de acuerdo con la presente invencion. En diversas
realizaciones, la proteina de la cola del bacteriéfago puede acoplarse a una proteina activa.

Después de la union de la endotoxina de muestra (LPS) al soporte solido prerrecubierto con dicha proteina receptora
derivada de fago, la matriz de muestra original se elimina por lavado, eliminando asi los componentes que
potencialmente interfieren con la reaccion de deteccion. Posteriormente, la endotoxina se detecta mediante el factor
C de cangrejo herradura de la presente invencion en un proceso, que incluye la reaccion del factor C con un sustrato
del factor C. En varios aspectos, el sustrato es un sustrato cromogénico o fluorogénico.

En varios aspectos, el soporte sélido que se va recubrir previamente con la proteina receptora derivada de fago es
una placa de microtitulacion, una perla (por ejemplo, perla de silice o una perla de polimero organico), una lamina o
una membrana. Por lo tanto, el método para la deteccion de endotoxina que incluye el uso de un soporte soélido pre-
recubierto selectivo para endotoxina comprende tres etapas: la primera etapa comprende la unién de la endotoxina
de muestra (es decir, endotoxina contenida en una muestra) a un soporte sdlido, que se recubre previamente con
una proteina receptora derivada de fago que exhibe alta afinidad y alta especificidad para la region central
conservada de LPS. La primera etapa proporciona la inmovilizacién de la endotoxina de muestra. La segunda etapa
es una etapa de lavado para eliminar por lavado la matriz de la muestra original. La tercera etapa comprende la
deteccion de la endotoxina inmovilizada por una proteina del factor C de cangrejo herradura de la presente
invencion. La tercera etapa incluye la reaccion del factor C con un sustrato para el factor C, que da como resultado
una sefial detectable. En varios aspectos, el sustrato del factor C de cangrejo herradura se agrega después de que
la endotoxina inmovilizada se ha puesto en contacto con la proteina del factor C. En varios aspectos, el sustrato del
factor C de cangrejo herradura ya esta presente en el ensayo antes de que se agregue la proteina del factor C. El
efecto técnico especifico de este formato de ensayo de tres etapas es que tiene un intervalo de deteccion de 0,05
UE/ml hasta 500 UE/ml. Adicionalmente, este formato de ensayo presenta claras ventajas sobre los métodos de
deteccion homogéneos establecidos, que incluyen: menos resultados falsos positivos inducidos por, por ejemplo, B-
glucano, proteasas o fosfolipidos, menos resultados falsos negativos causados por constituyentes inhibidores de la
muestra, menos resultados no validos que requieren repetir las pruebas, menos interferencia en muestras complejas
y, por lo tanto, mayor sensibilidad y amplio rango dinamico.
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El formato de ensayo de tres etapas es particularmente util en la deteccion de endotoxina en fluidos corporales
humanos, tales como sangre, suero y plasma. Especificamente, el ensayo de tres etapas descrito anteriormente es
para analizar muestras bioldgicas clinicas. El ensayo no se aplica directamente en un paciente, sino que en su lugar
se aplica en una muestra de prueba obtenida de un paciente.

En el presente documento se divulga un método para detectar endotoxina en una muestra, que comprende las
etapas de (i) poner en contacto una muestra para analizar con un agente de detecciéon de endotoxina de la presente
invencion para formar una mezcla de la muestra de prueba y el agente de deteccidon de endotoxina, (ii) afadir un
sustrato de factor C a dicha mezcla, donde la escision del sustrato del factor C genera una sefial detectable vy (iii)
analizar dicha mezcla en cuanto a la presencia o ausencia de la sefal detectable, donde una cantidad de la sefial
detectable que es el aumento con respecto a una muestra de control que no contiene endotoxina indica la presencia
de endotoxina en la muestra de prueba.

En los ensayos de endotoxina proporcionados por la presente invencion, el sustrato del Factor C preferentemente es
un sustrato de Factor C cromogénico o fluorogénico. En diversas realizaciones, el sustrato del factor C es un
sustrato peptidil-pNA cromogénico. En varias otras realizaciones, el sustrato del factor C es un sustrato de peptidil-
AMC, peptidil-AFC o peptidil-MCA fluorogénico. Otros sustratos del factor C a modo de ejemplo incluyen, aunque no
de forma limitativa, N-t-Boc-DPR-AMC, N-t-Boc-VPR-AMC, Mu-VPR-AFC y Boc-VPR-pNA. En el presente
documento se divulga un método para detectar endotoxina en una muestra, que comprende las etapas de (i) poner
en contacto una muestra para analizar con un agente de deteccién de endotoxina de la presente invencion y un
sustrato de factor C para formar una mezcla de la muestra de prueba, el agente de deteccion de endotoxina y el
sustrato del Factor C, donde la escision del sustrato del factor C genera una sefial detectable y (ii) analizar dicha
mezcla en cuanto a la presencia o ausencia de la sefial detectable, donde una cantidad de la sefial detectable que
es el aumento con respecto a una muestra de control que no contiene endotoxina indica la presencia de endotoxina
en la muestra de prueba.

En el presente documento también se divulga un ensayo para endotoxina que comprende: (i) poner en contacto una
muestra para analizar con un anticuerpo inmovilizado que se une especificamente a endotoxina (LPS) o que se une
especificamente al lipido A, para formar un complejo entre dicho anticuerpo y endotoxina en dicho muestra, (ii) poner
en contacto dicho complejo con el factor C recombinante producido por un método de la presente invencion para
formar un complejo inmovilizado que comprende dicho anticuerpo, endotoxina y factor C recombinante, (iii) poner en
contacto dicho complejo inmovilizado de (ii) con un anticuerpo que se une especificamente a dicho Factor C
recombinante y (iv) cuantificar la cantidad de dicho anticuerpo unido especificamente a dicho factor C recombinante.

En la presente divulgacion, los términos como "método para la deteccién de endotoxina" o "método para detectar
endotoxina" se pueden usar indistintamente con el término "ensayo para endotoxina".

Meétodos para eliminar la endotoxina

La presente invencion proporciona el uso de proteina del factor C de cangrejo herradura producida por un método de
acuerdo con la presente invencién en un método para eliminar endotoxina, donde la proteina del factor C producida
exhibe actividad de serina proteasa al unirse a la endotoxina. El uso del factor C de la presente invencioén en dichos
métodos incluye, aunque no de forma limitativa, la eliminacién de endotoxina del agua, tampones y medios de cultivo
celular. Otras diversas realizaciones relacionadas con el uso del factor C de la presente invenciéon en un método
para eliminar la endotoxina incluyen, aunque no de forma limitativa, eliminacion de la endotoxina de preparaciones
bioldgicas y no bioldgicas, preferentemente preparaciones bioldgicas, mas preferentemente preparaciones bioldgicas
para estudios en animales, cultivo celular, transplante, tecnologias de células madre, clasificacion de células y otros
tratamientos con células de mamiferos. Otras diversas realizaciones relacionadas con el uso del factor C de la
presente invencién en un método para eliminar la endotoxina incluyen, aunque no de forma limitativa, eliminacion de
endotoxina de equipos médicos, aparatos médicos, cosméticos, alimentos y bebidas.

El Factor C de la presente invencion se puede usar para producir preparaciones libres de endotoxinas, en particular
preparaciones bioldgicas y no biolégicas libres de endotoxinas. La presente invencion proporciona el uso de Factor
C en un método para eliminar la endotoxina (LPS) de preparaciones biolégicas de, por ejemplo, proteinas,
anticuerpos, vacunas, acidos nucleicos, tampones y/o varias ofras sustancias. Preferentemente, una preparacion
biolégica de acuerdo con la presente invencidén es una preparacion biolégica liquida, mas preferentemente una
preparacion bioldégica acuosa. Una preparacion biolodgica acuosa o liquida se puede considerar como una solucion
bioldgica liquida o acuosa, o como una composicion bioldgica liquida o acuosa.

En diversas realizaciones de la presente invencion, los términos "preparacion bioldgica”, "solucién biologica" y
"composicion bioldgica" pueden usarse indistintamente.

En varios aspectos, el método para eliminar la endotoxina divulgado en el presente documento comprende el uso del
Factor C de la presente invencién inmovilizado en un soporte sélido. Especificamente, el soporte sélido puede ser
una resina de cromatografia. EI método para eliminar la endotoxina puede emplearse en modo columna o en modo
discontinuo, mediante flujo por gravedad o en sistemas de cromatografia liquida totalmente automatizados.
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La eliminacion de endotoxinas de preparaciones biologicas es de particular importancia cuando se considera el
hecho de que los productos bioldgicos para uso farmacéutico deben estar suficientemente libres de endotoxina para
permitir la administracion a seres humanos. Por lo tanto, la presente invencion proporciona el uso del Factor C de la
presente invencion en un método para producir preparaciones libres de endotoxinas, en particular preparaciones
libres de endotoxinas para uso farmacéutico. Una preparacion que comprende un producto bioldgico para uso
farmacéutico puede ser el resultado directo de un proceso farmacéutico, es decir, la preparacién es una preparacion
de proceso farmacéutico. Por lo tanto, en diversas realizaciones, la presente invencion proporciona un método para
eliminar la endotoxina de preparaciones de procesos farmacéuticos que comprende tratar la preparacién del proceso
farmacéutico con un factor C recombinante de la presente invencién. Tales preparaciones de proceso farmacéutico
pueden contener un farmaco o una sustancia de vacuna. En diversas realizaciones, el farmaco o sustancia de
vacuna comprende un polipéptido, preferentemente una glicoproteina. En diversas realizaciones, el farmaco o la
sustancia de vacuna es un antigeno de vacuna.

Especificamente, una preparacion de proceso farmacéutico de acuerdo con la presente divulgacion es una
preparacion de proceso farmacéutico liquido, mas especificamente una preparacién acuosa de proceso
farmacéutico. En diversos aspectos de la presente divulgacion, los términos "preparacion de proceso farmacéutico” y
"composicién de proceso farmacéutico" pueden usarse indistintamente.

El alcance de la presente divulgacion también abarca la realizacién del método para eliminar la endotoxina de
acuerdo con la presente invencién sobre cualquier tipo de muestra. En particular, en el presente documento se
divulga un método para eliminar la endotoxina o lipido A de una muestra que comprende: (i) poner en contacto el
Factor C recombinante inmovilizado producido por u obtenido a partir de un método de la presente invencién con
dicha muestra, de manera que la endotoxina o el lipido A en dicha muestra se une a dicho factor C recombinante
inmovilizado, y (ii) separar dicho factor C recombinante inmovilizado, que tiene dicha endotoxina o lipido A unida al
mismo, de dicha muestra.

Muestras

En aplicaciones que comprenden la medicién cuantitativa de endotoxina, se puede usar una muestra estandar de
endotoxina con una concentracion conocida para generar datos que correlacionen el nivel de endotoxina y el grado
de reaccion del sustrato para la deteccion (por ejemplo, el grado de coloraciéon, emision de fluorescencia, y
similares). Esto permite la cuantificacion de la endotoxina presente en una muestra a analizar de acuerdo con la
presente invencién en base a los datos de correlacion obtenidos.

La muestra que se va a someter a la deteccion y/o eliminacion de endotoxina de acuerdo con la presente invencion
no esta particularmente limitada y los ejemplos de la misma incluyen muestras de agua, muestras de tampon y
muestras de medios de cultivo celular. En diversas realizaciones, la muestra es una muestra de prueba. En diversas
realizaciones, la muestra es una muestra de prueba de una preparacion bioldgica descrita en el presente documento
en otra parte. En diversas realizaciones, la muestra incluye, aunque no de forma limitativa, una muestra de prueba
de un equipo médico, un aparato médico, cosméticos, alimentos y bebidas descritos en el presente documento en
otra parte.

En diversas realizaciones, la muestra que se va a someter a la deteccion y/o eliminacion de endotoxina de acuerdo
con la presente invencion es una muestra de ensayo obtenida de un mamifero. Preferentemente, la muestra de
prueba obtenida de un mamifero incluye, aunque no de forma limitativa, una muestras de sangre, una muestra de
suero o una muestra de saliva. Preferentemente, el mamifero es un ser humano. En diversas realizaciones, la
muestra de prueba es, por lo tanto, una muestra de sangre humana, una muestra de suero humano, o una muestra
de saliva humana, preferentemente una muestra de sangre humana.

En diversas realizaciones, las muestras de prueba que se someteran a la deteccion y/o eliminacion de endotoxina
incluyen, aunque no de forma limitativa, muestras de prueba obtenidas de cualquiera de los siguientes: agua
medicinal, un producto farmacéutico, una solucion para infusién, una preparacion de sangre. Preferentemente, la
preparacion de sangre se obtiene de un mamifero, mas preferentemente de un humano. En diversas realizaciones,
la muestra de prueba es una muestra ambiental.

En diversas realizaciones, la muestra que se va a someter a la deteccion y/o eliminacion de endotoxina de acuerdo
con la presente invencion incluye, aunque no de forma limitativa, una muestra de una preparacion bioldgica de, por
efemplo, proteinas, anticuerpos, vacunas, acidos nucleicos, tampones y/o varias otras sustancias. En varias otras
realizaciones, la muestra que se va a someter a la deteccion y/o eliminacién de endotoxina de acuerdo con la
presente invencion incluye, aunque no de forma limitativa, una muestra de una preparacion de proceso farmacéutico
descrita en otra parte en el presente documento.

Ensayos y kits
Como se ha descrito anteriormente en el presente documento, los términos como "método para la deteccion de

endotoxina" o "método para detectar endotoxina" se pueden usar indistintamente con el término "ensayo para
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endotoxina". Por lo tanto, la presente invencién proporciona un ensayo para endotoxina que comprende la aplicacion
de factor C recombinante producido por un método de la presente invenciéon de acuerdo con los métodos para
deteccién de endotoxina descritos en el presente documento en otra parte, donde la proteina del factor C producida
exhibe actividad de serina proteasa al unirse a la endotoxina. Basicamente, un ensayo para endotoxina de acuerdo
con la presente invencion comprende las mismas etapas del método que un método para la deteccion de
endotoxinas segun la presente invencion.

Adicionalmente, en el presente documento se divulga un kit para la deteccion de endotoxina que comprende un
factor C recombinante de la presente invencion, es decir, un factor C producido por un método de acuerdo con la
presente invencion. El kit puede comprender ademas instrucciones para un método para la deteccién de endotoxinas
0 un ensayo para la endotoxina de la presente invencion. Especificamente, las instrucciones pueden estar en la
forma de un manual.

En varios aspectos, el kit comprende ademas un tensioactivo, que aumenta la sensibilidad de la deteccién de
endotoxina. El tensioactivo y la proteina del factor C pueden estar presentes en el kit en recipientes separados.

En varios aspectos, el kit comprende un Unico recipiente con una composicién o solucién de la presente invencion
que comprende el factor C recombinante de la presente invencion y un tensioactivo como se describe en el presente
documento en otra parte.

En varios aspectos, el tensioactivo contenido en el kit es un tensioactivo anfétero. En varios otros aspectos, el
tensioactivo es un tensioactivo anidnico o un tensioactivo catiénico. En varios otros aspectos, el tensioactivo es un
tensioactivo no ionico. Especificamente, el tensioactivo se selecciona del grupo que consiste en ZWITTERGENT 3-
14, Triton X-100, Triton X-114, octil-beta-D-tioglucésido, Genapol C-100, Tween 20 y Tween 80. Especificamente, el
tensioactivo esta presente en el kit a una concentracién de 0,001 a 0,5 %, mas especificamente a una concentracion
de 0,001 a 0,025 %, aun mas especificamente a una concentracién de 0,001 a 0,01 %. En varios aspectos, el
tensioactivo esta presente en el kit a una concentracién de 0,004 a 0,006 %. Esto incluye la presencia del
tensioactivo en un recipiente separado o en una composicién o solucién de la presente invencién, que comprende
tanto el Factor C recombinante de la presente invencién como el tensioactivo.

En varios aspectos, el recipiente que comprende el tensioactivo es un recipiente que comprende un tampén, que
comprende ademas el tensioactivo.

En varios aspectos, el kit comprende ademas un sustrato del factor C. Especificamente, la escision del sustrato del
factor C por la actividad hidrolitica del factor C activado (es decir, activacion autocatalitica en presencia de
endotoxina o lipido A como se describe en el presente documento en otro lugar) genera una sefal detectable.
Especificamente, el kit puede comprender un sustrato de factor C cromogénico y/o fluorogénico. En varios aspectos,
el sustrato del factor C es un sustrato peptidil-pNA cromogénico. En varios otros aspectos, el sustrato del factor C es
un sustrato de peptidil-AMC, peptidil-AFC o peptidil-MCA fluorogénico. Otros sustratos del factor C a modo de
ejemplo incluyen, aunque no de forma limitativa, N-t-Boc-DPR-AMC, N-t-Boc-VPR-AMC, N-t-Boc-VPR-MCA, Mu-
VPR-AFC y Boc-VPR-pNA.

Proceso de generacion de una célula huésped de protozoo parasito que produce factor C recombinante

La presente invencién proporciona un proceso para generar una célula huésped de protozoo parasito que produce
proteina del factor C recombinante, que comprende las etapas de: (a) introducir una molécula de acido nucleico,
preferentemente un vector o un plasmido, que comprende un polinucleétido que codifica el factor C heterdlogo de
cangrejo herradura en una célula huésped de protozoo parasito y (b) seleccionar una o mas células huésped
producidas en la etapa (a) que expresan dicha proteina del factor C. Preferentemente, un vector o un plasmido de
acuerdo con la presente invencién se introduce en la célula huésped de protozoo parasito, es decir, un vector o
plasmido que comprende una molécula de acido nucleico que codifica la proteina del factor C de cangrejo herradura
heterdéloga. Adicionalmente, la célula huésped de protozoo parasito es una célula huésped de protozoo parasito
cinetoplastido. Mas preferentemente, la célula huésped de protozoo parasito cinetoplastido es un tripanosomatido
digenético (es decir, un miembro digenético del orden Trypanosomatida). Aun mas preferentemente, la célula
huésped de protozoo parasito es una célula del orden Trypanosomatida. Incluso mas preferentemente, la célula
huésped de protozoo parasito es una célula del género Leishmania. Lo mas preferentemente, la célula huésped de
protozoo parasito es Leishmania tarentolae.

La presente invencion también proporciona una célula huésped de protozoo parasito, donde la célula huésped de
protozoo parasito se caracteriza por un polinucleétido que codifica el factor C heterélogo de cangrejo herradura,
donde dicho polinucleétido estda compuesto por una molécula de acido nucleico, preferentemente un vector o un
plasmido, introducido en la célula huésped del protozoo parasito. Preferentemente, la célula huésped de protozoo
parasito comprende un vector o un plasmido de acuerdo con la presente invencioén, es decir, un vector o plasmido
que comprende una molécula de acido nucleico que codifica la proteina del factor C de cangrejo herradura
heteréloga. Adicionalmente, la célula huésped de protozoo parasito es una célula huésped de protozoo parasito
cinetoplastido. Mas preferentemente, la célula huésped de protozoo parasito cinetoplastido es un tripanosomatido
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digenético (es decir, un miembro digenético del orden Trypanosomatida). Aun mas preferentemente, la célula
huésped de protozoo parasito es una célula del orden Trypanosomatida. Incluso mas preferentemente, la célula
huésped de protozoo parasito es una célula del género Leishmania. Lo mas preferentemente, la célula huésped de
protozoo parasito es Leishmania tarentolae.

Lineas celulares

En el presente documento también se divulgan lineas celulares transfectadas de forma estable que pueden
obtenerse mediante los vectores y/o plasmidos divulgados. Especificamente, las lineas celulares transfectadas
pueden ser lineas celulares obtenidas de la transfeccion estable de células de protozoos parasitos de
cinetoplastidos. Mas especificamente, las lineas celulares transfectadas pueden ser lineas celulares obtenidas de la
transfeccion estable de células del orden Trypanosomatida. Mas especificamente, las lineas celulares transfectadas
pueden ser lineas celulares obtenidas de la transfeccion estable de células del género Leishmania. AUn mas
especificamente, las lineas celulares transfectadas son lineas celulares obtenidas de la transfeccién estable de
células de la especie Leishmania tarentolae.

Otras definiciones generales

En general, siempre que en el presente documento se haga referencia al factor C producido de acuerdo con un
método de la presente invencion, o al "Factor C obtenido de acuerdo con un método de la presente invencion”, o
simplemente al "Factor C de la presente invencion", tal referencia incluye cualquier fragmento, analogo o derivado
funcional de dicho factor C de la presente invencion que tenga actividad enzimatica de tipo factor C, es decir,
actividad enzimatica de tipo factor C de un cangrejo herradura como se describe en el presente documento en otra
parte.

En la presente invencion, el "porcentaje (%) de identidad de secuencia" se determina comparando dos secuencias
alineadas 6ptimamente sobre una ventana de comparacién, donde la porcién de la secuencia de polinucleétidos en
la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la
secuencia de referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para la alineacién o6ptima de las dos
secuencias. El porcentaje se calcula determinando el numero de posiciones en las que la base del acido nucleico o
resto de aminoacido idéntico se produce en ambas secuencias para obtener el nimero de posiciones coincidentes,
dividiendo el numero de posiciones coincidentes entre el nimero total de posiciones en la ventana de comparacién y
multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad de secuencia. Los términos "idéntico" o
porcentaje de "identidad", en el contexto de dos o mas acidos nucleicos o secuencias polipeptidicas, se refieren a
dos o mas secuencias 0 subsecuencias que son iguales o tienen un porcentaje especificado de aminoacidos o
nucledtidos que son iguales, cuando se comparan y alinean para correspondencia maxima sobre una ventana de
comparacion, o una region designada medida usando uno de los siguientes algoritmos de comparacion de
secuencias o mediante alineamiento manual e inspeccion visual. Por tanto, se dice que dichas secuencias son
"sustancialmente idénticas”. Esta definicion también se refiere a la complementaria de una secuencia problema.
Opcionalmente, la identidad existe en una regiéon que tiene al menos aproximadamente 50 aminoacidos o
nucledtidos de longitud, o mas preferentemente en una region que tiene 75-100 aminoacidos o nucleétidos de
longitud.

Para comparar secuencias, tipicamente una secuencia actia como una secuencia de referencia, con la cual se
comparan las secuencias de prueba. Cuando se usa un algoritmo de comparacién de secuencias, las secuencias de
prueba y de referencia se introducen en un ordenador, se designan las coordenadas de subsecuencia, en caso
necesario, y se designan los parametros del programa del algoritmo de secuencias. Se pueden usar los parametros
por defecto del programa o parametros alternativos. A continuacion, el algoritmo de comparacion de secuencias
calcula el porcentaje de identidades de secuencia para las secuencias problema con respecto a la secuencia de
referencia, en base a los parametros del programa. Los términos molécula de acido nucleico y secuencia de acido
nucleico pueden usarse aqui de forma intercambiable.

Como se trata en el presente documento, existen numerosas variantes de las proteinas y polipéptidos de la presente
invencion. Los expertos en la técnica comprenden bien las variantes y derivados de proteinas, y pueden implicar
modificaciones de la secuencia de aminoacidos. Por ejemplo, las modificaciones de la secuencia de aminoacidos
tipicamente entran dentro en una o mas de tres clases: variantes de sustitucién, insercion o delecion. Las
inserciones incluyen fusiones en los extremos amino y/o carboxilo, asi como inserciones intrasecuencia de uno o
varios restos de aminoacidos. Las deleciones se caracterizan por la eliminacién de uno o mas restos de aminoacidos
de la secuencia de proteinas. Tipicamente, no se delecionan mas de aproximadamente 2 a 6 restos en cualquier
sitio dentro de las moléculas de proteina de acuerdo con la presente invencion. Estas variantes se preparan
habitualmente mediante mutagénesis especifica de sitio de nucleétidos en el ADN del polinucleétido que codifica la
proteina, produciendo de ese modo ADN que codifica la variante, y, a continuacion, expresando el ADN en cultivo
celular recombinante de acuerdo con la presente invencion. Las técnicas para realizar mutaciones de sustitucion en
sitios predeterminados en el ADN que tienen una secuencia conocida son bien conocidas por los expertos en la
materia. Las sustituciones de aminoacidos son tipicamente de restos individuales, pero pueden producirse en varios
lugares diferentes a la vez; las inserciones habitualmente seran del orden de aproximadamente 1 a 10 restos de
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aminoacidos; y las deleciones variaran de aproximadamente 1 a 30 restos. Las deleciones o inserciones
preferentemente se hacen en pares adyacentes, es decir, una delecién de 2 restos o una insercion de 2 restos. Las
sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier combinacion de las mismas se pueden combinar para llegar a una
construccion final. Las mutaciones no deben colocar la secuencia fuera del marco de lectura y, preferentemente, no
crearan regiones complementarias que podrian producir una estructura secundaria de ARNm. Las variantes de
sustitucion son aquellas en las que se ha eliminado al menos un resto de aminoacido y se ha insertado un resto de
aminoacido diferente en su lugar de modo que se obtiene una sustitucion conservadora. El significado de una
sustitucion conservadora es bien conocido por los expertos en la técnica.

Ciertas modificaciones postraduccionales son el resultado de la acciéon de las células huésped recombinantes de la
presente invencion sobre el polipéptido expresado. Los restos de glutaminilo y asparaginilo se desaminan a menudo
postraduccionalmente y se convierten en los restos correspondientes de glutamilo y asparilo. Como alternativa, estos
restos se desamidan en condiciones acidas suaves. Otras modificaciones postraduccionales incluyen hidroxilacion
de prolina y lisina, fosforilacion de los grupos hidroxilo de los restos serilo o treonilo, metilacion de los grupos a-
amino de las cadenas laterales de lisina, arginina e histidina, acetilacion del amino N-terminal y, en algunos casos,
amidacion del carboxilo C-terminal. Dichas modificaciones postraduccionales también estan contempladas por la
presente invencion.

Los términos "proteina" y "polipéptido" se usan indistintamente en la presente invencion. Los términos "proteina(s)
del factor C" y "polipéptido(s) del factor C" se pueden usar en consecuencia en el presente documento
indistintamente.

Cuando en el presente documento se describen realizaciones particulares de la invencion, los parrafos/pasajes de
texto correspondientes de la descripcion hacen referencia, invariablemente, a los medios y/o métodos descritos en
otra parte en la descripciéon. En este contexto, se usan términos como "de acuerdo con la presente invencién", "de la
presente invencion" y "proporcionado por la presente invencién". Esto significa que cuando se describe una
realizacion particular de la invencion en un determinado parrafo o pasaje de texto, se hace referencia a los medios
y/o métodos "de acuerdo con la presente invencion" o "de la presente invencion”, que se describen en otra parte en
la presente descripcion. Para una realizacion particular descrita, se pretende que tales referencias se incorporen
para la realizacion particular de todos los medios y/o métodos, que se describen en otra parte de la presente
descripcion, y que son proporcionados por la presente invencion y, por lo tanto, forman parte del alcance de la
invencion. Por ejemplo, si la descripcién de una realizacion particular se refiere a "Factor C de acuerdo con la
presente invencion" o "Factor C de la presente invencion”, o "Factor C producido por u obtenido de un método de la
presente invencion", se pretende que todas las proteinas del Factor C, que se describen en otra parte de la
descripcion y que son proporcionadas por la presente invencion y, por lo tanto, forman parte del alcance de la
invencion, son aplicables a esa realizacion particular. Esto se aplica particularmente, por ejemplo, a fragmentos y
variantes de proteinas del Factor C de acuerdo con la presente invencion, que se definen en la presente invencion y
que son aplicables a las diversas realizaciones descritas a lo largo del texto de la solicitud.

El principio anterior se aplica a todas las realizaciones que hacen uso de términos como "de acuerdo con la presente
invencion", "de la presente invencion" y/o "proporcionados por la presente invencion”. Ni que decir tiene que no cada
realizacion descrita en el presente documento puede mencionar especificamente todos los medios y/o métodos de la
invencion, que ya estan definidos en otra parte de la descripcion, y que son aplicables a las diversas realizaciones
descritas en el texto de la solicitud. Por otra parte, cada solicitud de patente comprenderia varios cientos de paginas
de descripcion.

Adicionalmente, términos como "en diversas realizaciones" y "en otras diversas/otras realizaciones" significan
obviamente "en diversas realizaciones de la presente invencion" y "en diversas/otras realizaciones adicionales de la
presente invencion".

La invencion se ejemplifica mediante los siguientes ejemplos, que son de naturaleza ilustrativa solamente y no
deben interpretarse como limitativos del alcance de la presente invencion de ninguna manera o ninguna extension.

Ejemplos
Ejemplo 1: Clonacion del gen del factor C en el vector de expresion y transformacion de E. coli DH5a

El punto de partida para la clonacién del gen del factor C en un vector de expresion fue la secuencia del factor C de
Tachypleus tridentatus (Numero de acceso NCBI P28175.1; referencia 1 en el mismo: Muta et al. 1991, J. Biol.
Chem. 266(10):6554-6561). La secuencia de aminoacidos de la proteina del factor C de tipo silvestre de T.
tridentatus como se muestra con el nimero de acceso P28175.1 tiene una longitud de 1.019 restos de aminoacidos.
La secuencia lider, que se escinde después de la expresion y secrecion de la proteina, tiene una longitud de 25
restos de aminoacidos (restos 1-25 de la secuencia de aminoacidos mostrada con el nimero de acceso P28175.1).
La secuencia de aminoacidos de la proteina del factor C de tipo silvestre de T. tridentatus sin la secuencia lider se
muestra en la SEQ ID NO: 2. La secuencia de nucleétidos que codifica la proteina del factor C de tipo silvestre de T.
tridentatus como se muestra en la SEQ ID NO: 2 se proporciona en la SEQ ID NO: 1.
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La secuencia de T. tridentatus de la SEQ ID NO: 1 se optimizd por codones para la expresion en Leishmania. La
secuencia optimizada de codones generada se muestra en la SEQ ID NO: 3. La secuencia de aminoacidos
codificada por la secuencia de nucleétidos optimizada por codones de la SEQ ID NO: 3 se muestra en la SEQ ID
NO: 4. La optimizacion de codones no dio como resultado un cambio de la secuencia de aminoacidos de la
secuencia de aminoacidos de la proteina del factor C de tipo silvestre original. Por lo tanto, la secuencia de
aminoacidos de la de SEQ ID NO:4 es idéntica a la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2.

La secuencia optimizada por codones de la SEQ ID NO: 3 se clon6 en un vector de expresion y el plasmido
resultante se transformé posteriormente en E. coli DH5a.

Ejemplo 2: Transfeccion de Leishmania y seleccion de clones
Preparacion de vectores de expresion para transfeccion

Se prepard un vector de expresion especifico de la célula huésped Leishmania, que comprende la secuencia
optimizada de codones de SEQ ID NO: 3 y una secuencia de péptido sefial para la expresidon secretora de la
proteina diana en células huésped de Leishmania. La secuencia de aminoacidos de la secuencia del péptido sefial
secretora de Leishmania tarentolae se muestra en la SEQ ID NO: 5. La secuencia lider de Leishmania se escinde
después de la expresion y secrecion de la proteina.

Transfeccion de células de Leishmania

La transfeccion de ADN estable de una amplia gama de tripanosomatidos, incluida la transfeccion de Leishmania por
electroporacion, se ha descrito en la materia (Beverly y Clayton 1993, Methods Mol. Biol. 21:333-348; Coburn et al.
1991, Mol. Biochem. Parasitol. 46: 169-179). En el presente documento, el cultivo y la transfeccion de células de
Leishmania se realizaron aplicando un protocolo de alto voltaje para la transfeccion (Jena Bioscience GmbH, Jena,
Alemania). En particular, las células de Leishmania (Leishmania tarentolae) obtenidas de un precultivo se cultivaron
hasta alcanzar una densidad celular de aproximadamente 6 x 107 células/ml (DO 1,4). Mediante microscopia se
aseguro que las células fueran vitales y de forma similar a una gota. Las células previamente enfriadas se afiadieron
a un tubo con 0,1 - 5 ug de ADN transformante (en hielo), se mezclaron y se transfirieron a una cubeta de
electroporacion (en hielo). Se realizaron pulsos 2 veces 1.500 V, 25 pyF con 10 segundos entre pulsos (tiempo del
pulso aproximadamente 0,3 ms) usando un generador de impulsos con un controlador de impulsos. La cubeta se
volvié a colocar sobre hielo durante 10 minutos, y, a continuacion, se transfirieron las células sometidas a
electroporacion a un matraz de cultivo tisular ventilado, seguido de incubacién durante la noche a 26 °C como cultivo
de suspension estatica (aproximadamente 20 horas, D.O. 0,3-0,4).

Seleccion de clones

La seleccion de clones se realizé mediante siembra en placas en medios sélidos suplementados con antibiéticos
selectivos. A continuacion, los clones individuales se expandieron en medios selectivos. Con este fin, se cultivaron
hasta 10 clones en 10 ml cada uno en matraces de cultivo. Estos cultivos se utilizaron para la evaluacion.

Se aislo el ADN gendmico y se confirmé la insercion del gen del factor C recombinante mediante PCR usando
oligonucledtidos especificos para el gen del factor C recombinante. La expresidon génica se analizé diluyendo los
cultivos 1:10 en medio recién preparado que contenia 10 ug/ml de tetraciclina para la induccién de la expresion. Los
cultivos se cultivaron a 26 °C en la oscuridad durante 3-4 dias. Las células se cosecharon (3.000 x gramo, 4 °C, 10
minutos). Las proteinas en los sobrenadantes se concentraron mediante precipitacion con acido tricloroacético (TCA)
y se analizaron mediante SDS-PAGE.

Ejemplo 3: Expresion y purificacion de la proteina del factor C recombinante

La expresién de proteina recombinante en protozoos tripanosomatidos, in particular in Leishmania, se describe en la
técnica (Breitling et al. 2002, Protein Expression y Purification 25:209-218; Basile y Peticca 2009, Mol. Biotechnol.
43:273-278). En el presente documento, el cultivo y la ingenieria de Leishmania para la expresion y purificacion de la
proteina del factor C se realizd usando un kit de expresion génica proporcionado por Jena Bioscience GmbH, Jena,
Alemania.

3.1 Mantenimiento de las cepas de produccion

Las cepas de produccién se cultivaron en un volumen de 10 ml en matraces de cultivo a 26 °C en la oscuridad. Las
cepas se diluyen en serie a 1:20 0 1:50 cada 2 - 3 dias en medio de cultivo fresco que contiene todos los aditivos y
antibidticos para la seleccion de los genes insertados.

Tras 3 meses, se descartaron las cepas cultivadas y se inicié un nuevo cultivo a partir de un caldo de glicerol nuevo.

3.2 Expresion
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Se preparé un precultivo diluyendo la cepa de produccién a 1:50 en medio nuevo y se incubd en matraces de cultivo
a 26 °C en oscuridad durante 2-3 dias.

Se inocularon 1,5 ml de medio de cultivo que contenia tetraciclina para la induccién de la expresién en un matraz
Erlenmeyer con 30 ml del precultivo. La expresion tiene lugar a 23 °C en la oscuridad y agitando a 105 rpm durante
68 - 72 horas. Cuando la concentracion de glucosa en el medio disminuyd por debajo de 650 mg/l, se afiadieron
hemina y glucosa y el cultivo se incubé durante 86 - 72 horas adicionales.

Se cosecharon las células (4000 x gramo, 4 °C, 30 minutos). El sobrenadante se congel6é a -20 °C o se uso6
directamente para la purificacion del factor C recombinante.

3.3 Purificacion
3.3.1 Cromatografia de intercambio cationico

El sobrenadante de la expresion se uso directamente o se descongelé suavemente. Después de afiadir EDTA 2 mM,
el sobrenadante se diluy6 con acetato de potasio 20 mM, EDTA 2 mM, pH 5 hasta un pH de 5,0 - 5,5y se alcanzé
una conductividad de <5,5 mS/cm.

La purificacion se realizé usando cromatografia de intercambio catidnico. Se usé una columna SP650M con acetato
de potasio 25 mM, EDTA 2 mM a pH 5 como tampdn de equilibrado y acetato potasico 25 mM, EDTA 2 mM, cloruro
potasico 1M, pH 5 como tampén de elucion.

Después de la carga del sobrenadante, la columna se lavé primero con tampdén de equilibrado, luego con 10 % de
tampon de elucion. La elucion tiene lugar a 50 % de tampoén de elucion.

3.3.2 Andlisis de proteinas

Las fracciones que contenian proteina se analizaron mediante filtracion en gel y SDS PAGE con respecto a la
concentracion y la pureza.

Para la filtracion en gel, se cargaron 50 pl de cada fracciéon en una columna TSK3000 PW con 0,75 ml/min. La
absorcion se siguié a 220 nm. EI rFC eluye en un pico maximo con un tiempo de retencion de 7,4 +/- 0,4 minutos.

Solo las fracciones que cumplian los siguientes criterios se agruparon:

1) El area del pico del pico con un tiempo de retencion de 6,4 +/- 0,4 minutos no debe exceder el 10 % del area
del pico de rFC.
2) El area de pico del pico con un tiempo de retenciéon de 10,3 +/- 0,5 minutos no debe exceder el 350% del area
del pico de rFC.
3) El minimo entre el pico de rFC y el pico con un tiempo de retencion de 10,3 +/- 0,5 minutos tiene que estar
entre 9 y 10 minutos, y el valor de absorcién del minimo no debe exceder el 30 % del valor maximo de absorcion
del pico de rFC.

La concentracion de rFC en cada fraccion se determind mediante el area del pico con la ayuda de una curva patrén
de rFC. La concentracion del conjunto final debe ser de al menos 50 pg/ml de rFC.

3.3.3 Didlisis

Se afiadi6 PMSF 1mM al conjunto de rFC y se incub6 durante 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se
afnadié Pluronic® F-127 al 0,1 % vy la solucion se dializé contra 5 litros de acetato potasico 5 mM, cloruro potasico
100 mM, Pluronic® F-127 al 0,1 %, EDTA 0,05 mM a pH 5 a 4°C. La dialisis se realizé 3 veces durante 12 horas
cada vez.

Tras la tercera didlisis, la solucion rFC se centrifugoé (4.000 x g, 4 °C, 1 hora) y de nuevo se dializé el sobrenadante
contra 5 litros de acetato potasico 5 mM, cloruro potasico 100 mM, 0,1 % Pluronic® F-127, EDTA 0,05 mM, pH 5 at 4
°C durante al menos 12 horas.

3.3.4 Almacenamiento

La solucion de rFC dializada se filtré en condiciones estériles, y la concentracion se determind mediante filtracion en
gel y pureza mediante SDS Gel. La solucién se almacen6 a4 ° C.

Ejemplo 4: Determinacion de la actividad especifica de la proteina del factor C producida en Leishmania

La actividad especifica del Factor C se determind de acuerdo con el ensayo descrito en Ding et al. 1993 (Biochimica
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et Biophysica Acta 1202:149-156). Este documento se ha citado en la patente de Estados Unidos US 5.712.144 por
el ensayo, que se usO para determinar la actividad especifica de la proteina del factor C aislada del cangrejo
herradura C. rotundicauda.

En particular, primero se realizdé una serie de diluciones diluyendo la proteina del factor C producida en Leishmania
en tampédn de reaccién mas LPS. El tampon de reaccion comprende Tris 50 mM, NaCl 100 mM y MgCl; 50 mM. y se
prepar6 usando agua ultrapura exenta de endotoxina. Se afadié LPS al tampo6n de reaccion a partir de una solucion
madre de LPS (LPS en disolucién en agua ultrapura libre de endotoxinas).

Se cargd una placa de microtitulaciéon y se incubd durante 1 hora a 37 °C. Posteriormente, se afiadidé un sustrato
para la proteina C del factor C, seguido de incubacion de la placa de microtitulacion durante 15 minutos a 37 °C. El
sustrato usado fue boc-Val-Pro-Arg-AMC, que es un sustrato fluorogénico para la proteina del factor C. Boc-VPR-
AMC se disolvio en agua ultrapura libre de endotoxinas para preparar una solucion de sustrato, que se us6 para
preparar diluciones de la solucion de sustrato, que se aplicaron al ensayo. Después de detener la reaccion mediante
la adicién de acido acético glacial, se midi6 la fluorescencia (UFR). Los valores de UFR medidos después de 15
minutos de recambio de sustrato a 37 °C se resumen en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1: Valores de UFR medidos después de 15 minutos de recambio de sustrato a 37 °°C

concentracion de rFC (ug/ml)|factor de dilucion de rFC| rFC + LPS (UFR)
5,3 1 19999
2,65 0,5 17571
1,325 0,25 12446
0,6625 0,125 8174
0,33125 0,0625 4360
0,165625 0,03125 1903
0,0828125 0,015625 669
0,04140625 0,0078125 148

La Tabla 1 muestra los valores de UFR de las muestras de rFC activadas por LPS con sefiales mayores que el fondo
después de la resta de los valores de URF de fondo.

La Figura 1 muestra el grafico de los valores de UFR medidos después de 15 minutos de recambio de sustrato a 37
°C en dependencia de la concentracion de rFC. La fluorescencia especifica del fluoréforo (AMC) se determiné como
6,667 UFR/nmol en las condiciones experimentales descritas.

Para el calculo de la actividad especifica de rFC, se utilizd la concentracion de rFC de 0,331 pg/ml. Esto
corresponde a 0,0662 ug de rFC por pocillo en la placa de microtitulacion. De acuerdo con esto, se midieron 4.360
UFR/( 15 min x 0,0662 pg de rFC). Esto corresponde a 290,67 UFR/(min x 0,0662 ug de rFC). Esto a su vez
corresponde a 4.390.735 UFR/(min x mg de rFC). Esto ademas corresponde a 658 nmol/(min x mg de rFC), que a su
vez corresponde a 0,658 pymol/(min x mg de rFC).

De acuerdo con Ding et al. (1993), una unidad se define como 1 pymol de AMC hidrolizado por min a 37 °C. De
acuerdo con esta definicion y el calculo anterior, el factor C recombinante tiene una actividad especifica de 0,658
unidades/mg de proteina en las condiciones de ensayo descritas. La misma actividad especifica también se encontro
cuando se us6 quimotripsina para la activacion de la proteina del factor C (datos no mostrados).

Como queda claro a partir de la configuracion del ensayo, la actividad especifica se determiné usando la proteina del
factor C activada por LPS. Por lo tanto, este experimento muestra que el Factor C producido en Leishmania puede
ser activado por LPS y que la proteina del factor C activada es enzimaticamente activa, es decir, exhibe actividad
hidrolitica.

Ejemplo 5: Determinacion del peso molecular de la proteina del factor C en condiciones no reductoras y reductoras
en SDS-PAGE

El peso molecular de la proteina del factor C producida en Leishmania se ha determinado en condiciones no
reductoras y reductoras (SDS-PAGE). Se cargaron 50 pyl de muestra de rFC reducida y no reducida asi como 20 pl
de patron del peso molecular en un VarioGel de 10 pistas (4 - 12 %). Después de llevar a cabo la electroforesis en
una camara de electroforesis en gel vertical, el gel se tifié con solucién de tincion proteica PageBlue™ lista para usar
(Fermentas) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Los valores de Rf se calcularon mediante division de la distancia de migracién (en cm) de las bandas de proteina y la
distancia de migracion total desde el frente del gel (en cm). Los valores de Rf de las proteinas marcadoras se
representaron frente al peso molecular de las proteinas marcadoras. La curva resultante se ajusté mediante un
algoritmo de ajuste logaritmico. El peso molecular de la proteina del factor C purificado en condiciones no reductoras
y reductoras, respectivamente, se calculd basandose en la ecuacion de ajuste de la curva patrén generada. De
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acuerdo con la ecuacion, se calcularon los siguientes pesos moleculares para el Factor C:

Tabla 2: Valores de Rf del factor C purificado en condiciones de funcionamiento de SDS PAGE no reductoras y

reductoras
distancia de migracion [cm] Valores de Rf Peso molecular calculado [kDa]
rFC ox 7.1 0,33 102
distancia de migracion [cm] Valores de Rf Peso molecular calculado [kDa]
rFC rojo 1 8,9 0,41 69
rFC rojo 2 12,6 0,58 37

La forma bicatenaria de la proteina del factor C tiene un peso molecular de 102 kDa segun se determina por SDS-
PAGE en condiciones no reductoras (rFC ox). En condiciones reductoras, se ha determinado un peso molecular de
69 kDa para la cadena H (rFC rojo 1) y un peso molecular de 37 kDa para la cadena L (rFC rojo 2).

El peso molecular de la cadena H y la cadena L en condiciones reductoras (rFC rojo 1 + rFC rojo 2) se combina con
106 kDa (incluida la glucosilacion).

LISTADO DE SECUENCIAS

SEQ ID NO: 1: La secuencia de nucledtidos del gen que codifica la proteina de factor C de tipo salvaje de
Tachypleus tridentatus sin secuencia lider, longitud: 2.982 nucleétidos.
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aagtgtggag
cgatggaggc
tacaaacgat
aaatatggta
aggacaggdag
ggttgtecte
ccccaaacta
agctgtcetac
aaggtttcat
getactttac
tgccagggta
cctgaccettyg
tatggtcagt
atgggtttta
tgtgttaaag
gatgttggty
gtgtggggta
ggcaagctte
tttctgggta
tttcgatttg
tttgaggtag
caaggtgtgt
agttccttga
agactagatg
aatgataace
ctggacatcc
agctttgett
ccactggaaa
tcttetataa
tgtacaacaa
caaaaccete
tcgatcagtce
agagcagacea
tctaaagtta
gagtecgagat
tggagtggtc
cctttcatet
tctegatgge
gagaaatgga
gatcccagtce
gactacgtac
aatetcaact
gtccaaccaa
ttagcagtgy
caagctgtgc
ttaccactga
gectgcagtg
cggtgggtct
cagtatgggy

agagy
atccaggcta
cttattgtaa
gtcaagagtyg
cttggtgtag
cttgtacetg
ttcttecate
ttgactacag
caaatggaca
ctccagaaca
ggtteteatg
atggtcagtg
atcetgtaaa
ttcctcaagyg
acaccttaaa
tggcagacag
aacctgteag
cagccatata
caaactetgy
gtgacctgaa
attatgtcag
aagagaactg
gtaccaatat
ctgagactct
ctgagaagcc
taacattetyg
gagatcagct
geatgatgga
atggacacgc
ggtacagetyg
atggcacatg
ctgtaceate
gtgttgggtc
aaccteogtee
aactacctga
actacgaact
ggcccgctag
ggaatgggaa
ttgcagacca
tegtecactae
agtttaaaat
aagtaagaga
ttgacatagc
tctgtcetgeco
tgacaggtty
tacctgttgt
cagtaacaga
gggacagtgg

tggaagggat
gcttcactaa
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agtagatctyg
tgtgttcaac
accatgtgat
taaggetggt
cggtgaatgt
tecgtgacaga
ggattctcaa
ctgttcacca
gtggagtage
cgggaaagtg
tgatagtcce
gagtggacaa
ceatgctgaa
cactgaagtg
atgtaaccet
agaggtcgac
gatccactgt
ccacgaactt
aggggcagtyg
tgggataaaa
ttcatccaca
tgtgtacgtt
ggctgctcgt
acgagggaaa
ctttgtttgg
ggectetgge
gcagcctgtg
tttgtcagac
cacacttcat
tgaggttcte
gagtgctect
atatggttet
acctttettg
aaaacctaga
aggtcattac
acttggatct
ctgtattcca
ttctacagaa
caatatgtgg
tgcecactgt
ctatctggge
ggctectegayg
cctaattcaa
tactgacatc
gggtttgaat
tgcagcaagce
gaacatgtte
aggaccatta
tgtcagetgg
agttaacgtt

ggettgtgty
gtecoctatga
gacctggagg
cttgatagtt
caatgtaaga
tatgaaggag
gttcaggaag
gggttcaagc
tttecaccea
aatgctccta
tactacttga
ataccacaat
caceaggtta
acctatacgt
gatgggteet
tgtgacagta
cctgotgget
tcctcagtgt
catgtagtga
tcggaagagt
gcaggtagat
acatcaaaac
cttgctgtgc
gggttaacaa
gagctaatgg
gaacetggaa
tggaaaacca
agaaataaag
ggacaaagta
cactacctea
aaacctcgat
gtggaaatca
aggttgccac
tccteacaae
cgggtagggt
caaggcagaa
gtttgtggac
ataggtcagt
tttctceocagt
gtcacctact
aagtactacc
atccacgtaa
ctgaaaactc
acaacaagag
gaaaacaaca
acctgtgaag
tgtgcaggtt
gtgtttgctyg
ggcagtccca
tttctatcat

atgaaacgag
aacaatgcac
ctaaggacat
gtgttacttg
atggaggtat
cgcactgtga
tcagaaacce
ttaaaggcgt
aatgtattcg
gtggcaatat
ttggtcaaga
gtaagaagtt
aaattggtgt
gttcgggtaa
ggtcaggatc
aagctgtaga
gttetttgac
gtegtgeagce
acaatggecc
tgaagtctct
caggatgtee
agagagcctyg
tagacaaaga
ccacatggat
atcgtagtaa
atgaaactaa
agtcatgett
ccaaatgega
ttgatgggtt
gtggaactga
gtatcaaagt
aaccccecaag
ggttaccect
¢ctetactgt
ctcgagecat
gatgtgacte
ggtcagactc
ggcegtggea
gtggaggatc
ctgetactge
gtgatgacag
atcctaacta
ctgttacttt
aacacttgaa
catattcaga
aggggtacaa
acaagaaggg
atgattccey
gtggatgtag
ggattaggea

gttcgagtgt
gtacttctat
ttgtccaaag
tccacctaac
ctgtgaccag
aattctcaaa
accagataat
ggeacgaatt
agaatgtgcee
gatagaaggg
aacattaacc
ggtaettctgt
ggaacaaaaa
ctacttcttg
acagccatecce
cttcttggat
agctggtact
catccatget
ctactcggac
tgccegeagt
tgatggatgg
ggaaagaget
tetaattceg
aggattgcac
tgtggttctg
ctgtgtatat
tcagccctca
tgaccctgga
ctatgetggt
gaccgtaact
catcacctge
tcggacaaac
cccattagee
ggacttggct
ttacacgtge
taatggaaac
tectegttet
ggcaggaatc
cctattgaat
tgagataatt
tagagacgat
cgaccceggce
gacaacacga
ggagggaaca
gatgattcaa
ggaagcagac
acgttatgat
tacegaaagg
caaggctaac
gttcatt

SEQ ID NO 2: La secuencia de aminoacidos de la proteina de Factor C natural de Tachypleus tridentatus sin

secuencia lider, longitud: 994 restos de aminoacidos.
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rgvdlglcdetrfeckegdpgyvinvpmkgctyfyrwrpyckpeddleakdicpkykregeckagldsevtep
pnkygtwesgecgcknggicdgrtgactecrdryegahceilkgepl lpsdsqvqevrnppdnpgtidyscspg
fklkgvarisclpnggwssfppkeirecakvsspehgkvnapsgnmiegatlrfscdspyyliggetltcggn
gqwsgqgipgeklkklvfcepdldpvnhaehgvkigvegkygqfpggtevtytesgnyflmgintlkenpdgswsgs
gpscvkvadrevdcdskavdflddvgepvrihcpagcsltagtvwgtaiyhelssveraaihagklpnsggav
hvvnngpysdflgsdlngikseelkslarsfrfdyvssstagragepdgwfeveencvyvtskqraweraqgy
ctnmaarlavldkdlipssltetlrgkgltttwiglhrldaekpfvwelmdrsnvvlindnltfwasgepgnet
ncvyldirdglgpvwktkscfgpssfacmmdlsdrnkakeddpgplenghatlhggsidgfyagssiryscev
lhylsgtetvtettngtwsapkprecikvitcgnppvpsygsveikppsrtnsisrvgspflrlprlplplara
akpppkprasqpstvdlaskvklpeghyrvgsraiytcesryyellgsggrredsngnwagrpascipvegrs
dsprspfiwngnsteiggwpwqagisrwladhnmwflgeggsllnekwivtaahevtysataeiidpsgfkiy
lgkyyrddsrdddyvqgvrealeihvnpnydpagnlnfdialiglktpvtlttrvgpiclptdittrehlkegt
lavvtgwglnenntysemiggavlpvvaastceegykeadlpltvtenmfcagykkgrydacsgdsggplvia
ddsrterrwvlegivswgspsgcgkangyggftkvnvilswirgfi

SEQ ID NO 3: La secuencia de nucleotidos del Factor C de T. tridentatus sin secuencia lider, optimizado por
codones para la expresién en Leishmania, longitud: 2.982 nucleétidos.

aggggtgtggacctgggectgtgcgacgagacccgecttcgagtgcaagtgeggegacecgggetacygtgttea
acgtgccgatgaagcagtgcacgtacttctacegetggegeccgtactgcaagecgtgecgacgacctggaggc
gaaggacatctgecegaagtacaagcocgetgecaggagtgcaaggcgggcctggacagetgegtgacgtgacey
ccgaacaagtacggeacgtggtgcageggegagtgcecagtgcaagaacggtggeatetgegatcagegecacgg
gegegtgeacatgeocgecgategectacgagggcgcecgcactgogagatcoctgaagggctgecegetgetgecgayg
cgacagccaggtgcaggaggtgcgeaacecgecggacaaeeegeagacgategactactegtgcageccegge
ttcaagcectcaagggcgtggegegecatcagetgectocccgaacggtcagtggtcgagettoecgaecgaagtygca
tccgecgagtgocgegaaggtgagcadgeocggadeacggcaaggtgaacgegeegageggcaacatgatcgaggg
cgcgacgctgcgcttcagectgegacageccgtactacctgatecggecaggagaccctgacctgccagggecaac
ggccagtggagcggcecagatcecgeagtgcaagaagetggtettetgocoggacctggacceoggtgaaccacg
cggagcaccaggtgaagatcggeogtggagcagaagtacggecagttcoccgecagggecacggaggtgacgtacac
gtgcagcggcaactacttectgatgggcttcaacacgetgaagtgcaaceeggacggtagetggtegggeagce
cagccgtcctgecgtgaaggtggoggacegegaggtggactgegacagcaaggeggtggacttecctggacgacy
tgggcgagceggtgcgcatccactgeccggectggectgecagectgacageocgggcacggtgtggggcacggegat
ctaccacgagctgtcgagegtgtgoegegetgegatecacgegggeaagetgecgaacageggcggtgeggty
cacgtggtgaacaacggcccgtacagegacttoctgggcagcgacctgaacggcatcaagagegaggagetga
agagcctggcccgecagettceogettegactacgtgagcagecageacggetggtecgecageggectgccecggacygg
ctggttegaggtggaggagaactgegtctacgtcacgagcaagcagegegcgtgggagegegegeagygygogty
tgcacgaacatggeggctegectggecgtgctggacaaggacetgatcoecgageagectgacggagacectge
gocggeaagggectgacgacgacgtggatcggectgcaccgecctggacgeggagaageegttegtgtgggaget
gatggaccgcagcaacgtggtgctgaacgacaacctgacgttetgggecgageggecgagecgggcaacgagace
aactgcgtgtacetggacatcogegaccagetgcageccggtgtggaagacgaagagetgecttecageegaget
cettocgegtgcatgatggacctgagegaccegcaacaaggegaagtgegacgacccgggtcecgectggagaacgyg
ccacgcegacygctgeacggccagagcatcgacggctictacgegggecagcagecatccgetacagetgegaagty
ctgcactacctgagcggcacggagaccgtgacgtgcacgacgaacggcacgtggtccgegeccgaagccgcegct
gcatcaaggtgatcacgtgccagaaccecgecggtgoecgagetacyggcagogtggagatcaagecgecgtegeg
cacgaactcgattagcecgegtgggetcgeegttocctgegtctgecacgecteeccactgeegetggetegtycy
gccaagccogccaccgaagecacgcageagecageegageacggtggacctggecagcaaggtgaagetgecgg
agggcceactaccgegtgggctogegegegatctacacgtgcogagageecgetactacgagetgetgggeageca
gggtcgtecgctgeocgacagcaacggcaactggageggtegeceggetagetgcatccocggtgtgeggtegeage
gactccecoegegetegecgttcatectggaacggecaacagcacggagatcggtcagtggecaetggeagygaegyggca
teageegctggetggccgaccacaacatgtggttectecagtgeggeggecagectactgaacgagaagtggat
tgtgacggcggctecactgegtgacgtactoggcgacggcecgagatcategacccgagecagttcaagatctac
ctgggcaagtactaccgcgacgacagcocgegacgacgactacgtgcaggtgcgcgaggegetggagatecacy

30



ES 2674079 T3

tgaacccgaactacgaccegggraaccetgaacttegatategegetgatccagetcaagacgecggtgacget
gacgacgcgcogtgcageegatetgoectgocgacggacatcacgacgogogageacctgaaggagggcacgcty
gccgtcgtgacgggectggggectgaacgagaacaacacgtacagegagatgatccagecaggeggtgetgecgg
tggtggcggegageacgtgcgaggagggctacaaggaggcggacctgeegetgacggtgacggagaacatgte
ctgegegagetacaagaagggccgetacgacgcctgcageggtgacageggeggtecgotggtgttegeggac
gacagccegcacggagegecgctgggtgetggagggeategtgagetggggeageccgagecggttgocggecaagy
cgaaccagtacggcggcttcacgaaggtgaacgtgttectecagetggateegecagtttate

SEQ ID NO 4: La secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos optimizada por codones de
la proteina del factor C de Tachypleus tridentatus sin secuencia lider como se muestra en LA SEQ ID NO: 3,
5 longitud: 994 restos de aminoacidos.

RGVDLGLCDETRFECKCGDPGYVFNVPMKQCTYFYRW
RPYCKPCDDLEAKDICPKYKRCQECKAGLDSCVTCPPNKYGTWCSGECQCKNGGICDQRT
GACTCRDRYEGAHCEILKGCPLLPSDSQVQEVRNPPDNPQTIDYSCSPGFKLKGVARISC
LPNGOWSSFPPKCIRECAKVSSPEHGKVNAPSGNMIEGATLRFSCDSPYYLIGQETLTCO
GNGOWSGQIPQUCKKLVFCPDLDPVNHAEHQVKIGVEQKYGQFPOGTEVTYTCSGNYFLMG
FNTLKCNPDGSWSGSQFSCVKVADREVDCDSKAVDFLDDVGEPVRIHCPAGCSLTAGTVW
GTAIYHELSSVCRAAIHAGKLPNSGGAVHVVNNGPYSDFLGSDLNGIKSEELKSLARSFR
FDYVSSSTAGRSGCPDGWFEVEENCVY VT SKQRAWERAQGVCTNMAARLAVLDKDLIPSS
LTETLRGKGLTTTWIGLHRLDAEKPFVWELMDRSNVVLNDNLTFWASGEPGNETNCVYLD
IRDQLOPVWKTKSCFQPSSFACMMDLSDRNKAKCDDPGPLENGHATLHGQSIDGFYAGSS
IRYSCEVLHYLSGTETVTCTTNGTWSAPKPRCIKVITCONPPVPSYGSVEIKPPSRTNSI
SRVGSPFLRLERLPLPLARAAKPPPKPRSSQPSTVDLASKVKLPEGHYRVGSRAIYTCES
RYYELLGSQGRRCDENGNWSGRPASCIPVCGRSDSPRSPFIWNGNSTEIGOQWPWQAGISR
WLADHNMWFLOCGGSLLNEKWIVTARHCVTYSATAEI IDPSQFKIYLGKYYRDDSRDDDY
VOVREALEIHVNPNYDPGNLNFDIALIQLKTPVTLTTRVQPICLPTDITTREELKEGTLA
VVTGHWGLNENNTYSEMIQQAVLPVVAASTCEEGYKEADLPLTVTENMFCAGYKKGRYDAC
SGDSGGPLVFADDSRTERRWVLEGIVSWGSPSGCGRKANQYGGFTKVNVFLEWIRQFT

SEQ ID NO: 5: La secuencia de aminoacidos de la secuencia del péptido sefial secretora de Leishmania tarentolae,
10  longitud: 23 restos de aminoacidos.

MASRLVRVLAAAMLVAAAVSVDA

LISTADO DE SECUENCIAS
15
<110> MicroCoat Biotechnologie GmbH

<120> Nuevo método para la produccién recombinante de proteina del factor C del cangrejo herradura
20 <130> PCT82127FZ210pau

<140> aun no asignado
<141> adjunto

25 <150> US 61/734.002
<151> 06/12/2012

<150> EP12195742.7
<151> 05/12/2012

30

<160> 5

<170> PatentIn versién 3.5
35 <210> 1
<211> 2982

<212> ADN
<213> Tachypleus tridentatus
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<400> 1

agaggagtag
ggctatgtgt
tgtaaaccat
gagtgtaagg
tgtagcggty
acctgteogtyg
ccatcggatt
tacagctgtt
ggacagtgga
gaacacggga
teatgtgata
cagtggagtyg
gtaaaccatg
caaggcactg
ttaaaatgta
gacagagagyg
gtcaggatce

atataccacyg

atctgggett
tcaacgtece
gtgatgacct
ctggtettga
aatgtcaatg
acagatatga
ctcaagttea
caccagggtt
gtagctttcee
aagtgaatgc
gtecetacta
gacaaatacc
ctgaacacea
aagtgaccta
accctgatgg
tcgactgtga
actgteoetge

aacttteocte
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gtgtgatgaa
tatgaaacaa
ggaggctaag
tagttgtgtt
taagaatgga
aggagcgcac
ggaagtcaga
caagcttaaa
acccaaatgt
tcctagtgge
cttgattggt
acaatgtaag
ggttaaaatt
tacgtgttcg
gtcctggtca
cagtaaagect
tggetgttet

agtgtgtegt

acgaggtteg
tgcacgtact
gacatttgtc
acttgtcecac
ggtatctgtg
tgtgaaattc
aacccaccag
ggcgtggcac
attcgagaat
aatatgatag
caagaaacat
aagttggtet
ggtgtggaac
ggtaactact
ggatcacagc
gtagacttct
ttgacagcetg

geagecateco

32

agtgtaagtg
tctatcgatg
caaagtacaa
ctaacaaata
accagaggac
tcaaaggttg
ataatccececca
gaattagctg
gtgccaaggt
aaggggctac
taacctgeca
tetgtectga
aaaaatatgg
tcttgatggg
catcctgtgt
tggatgatgt
gtactgtgtg

atgetggeaa

tggagatceca
gaggccttat
acgatgtcaa
tggtacttgg
aggagcttgt
tcectettett
aactattgac
tcteccaaat
ttcatctceca
tttacggttce
gggtaatggt
cottgateoet
tcagttteet
ttttaacacc
taaagtggca
tggtgaacct

gggtacageco

goettecaaaco

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

9260

1020

1080



tctggagggg
ctgaatggga
gtecagttcat
aactgtgtgt
aatatggctg
actctacgay
aagcoctttg
ttctgggeet
cagctgcage
atggatttgt
cacgccacac
agctgtgagy
acatggagtyg
ccatcatatg
gggtcacctt
cetocaaaac
coctgaaggtce
gaactacttyg
gctagcectgta
gggaattcta
gaccacaata
actgetgeoce
aaaatctatc
agagaggctc
atagccctaa
ctgeocctactyg
ggttggggtt
gttgttgcay
acagagaaca
agtggaggac

gggattgtca

cggtgecatgt
taaaatcgga
ccacagcagqg
acgttacatc
ctcgtettge
ggaaagggtt
tttgggagct
ctggegaace
ctgtgtggaa
cagacagaaa
ttcatggaca
ttetccacta
ctcotaaace
gttetgtgga
tecttgaggtt
ctagateccte
attacecgggt
gatctcaagg
ttccagtttg
cagaaatagg
tgtggtttct
actgtgtcac
tgggcaagta
tcgagatcca
ttcaactgaa
acatcacaac
tgaatgaaaa
caagecacctyg
tgttotgtge
cattagtgtt

getggggeag
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agtgaacaat
agagttgaag
tagatcagga
aaaacagaga
tgtgctagac
aacaaccaca
aatggatcgt
tggaaatgaa
aaccaagtca
taaagccaaa
aagtattgat
ceteoagtgga
togatgtate
aatcaaaccoce
gccacggtta
acaaccctot
agggtctecga
cagaagatgt
tggacggtca
tecagtggecyg
ccagtgtgga
ctactetget
ctaccgtgat
cgtaaatcct
aactcctgtt
aagagaacac
caacacatat
tgaagagggyg
aggttacaag
tgetgatgat

tecoccagtgga

ggccectact
tecteocttgece
tgtcctgatg
gcctgggaaa
aaagatctaa
tggataggat
agtaatgtgg
actaactgtg
tgttttcage
tgecgatgace
gggttctatg
actgagaccg
aaagtcatca
ccaagtegga
ccccteceat
actgtggact
gcecatttaca
gactctaatg
gactectececte
tggcaggeag
ggatccctat
actgetgaga
gacagtagag
aactacgacc
actttgacaa
ttgaaggagy
tcagagatga
tacaaggaag
aagggacgtt
tccegtacceg

tgtggraagg

33

cggactttet
gcagttttcg
gatggtttga
gagctcaagg
ttcegagttc
tgcacagact
ttetgaatga
tatatctgga
cctcaagett
ctggaccact
ctggttotte
taacttgtac
cectgocaaaa
caaactogat
tagecagagc
tggettetaa
cgtgcgagtec
gaaactggag
gtteteottt
gaatcteoteg
tgaatgagaa
taattgatce
acgatgacta
ccggcaatct
cacgagtceca
gaacattagc
ttcaacaagce
cagacttacc
atgatgocetg
aaaggeggtyg

ctaaccagta

gggtagtgac
atttgattat
ggtagaagag
tgtgtgtace
cttgactgag
agatgctgag
taacctaaca
catccgagat
tgcttgeatg
ggaaaatygga
tataaggtac
aacaaatggc
coctootgta
cagtegtgtt
agccaaacct
agttaaacta
gagatactac
tggtcggcce
catctggaat
atggettgea
atggategte
cagtcagttt
cgtacaagta
caactttgac
accaatectgt
agtggtgaca
tgtgctacct
actgacagta
cagtggggac
ggtecttggaa

tgggggcette

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940
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actaaagtta acgtttttct atcatggatt aggcagtteca tt 2982

<210> 2

<211> 994

<212> PRT

<213> Tachypleus tridentatus

<400> 2

34



Arg

Cys

Tyr

Ala

Gly

63

Cys

Thr

Ile

Val

Pro

145

Gly

Val

Ile

Ile

Gly

Gly

Phe

Lys

50

Leu

Ser

Gly

Leu

Arg

130

Gly

Gln

Ser

Glu

Gly

Val

Asp

Tyr

35

Asp

Asp

Gly

Ala

Lys

115

Asn

Phea

Trp

Ser

Gly

195

Gln

Asp

Pro

20

Arg

Ile

Ser

Glu

Cys

100

Gly

Pro

Lys

Ser

Pro

180

Ala

Glu

Leu

Gly

Trp

Cys

Cys

Cys

85

Thr

Cys

Pro

Leun

Ser

165

Glu

Thr

Thr

ES 2674079 T3

Gly

Tyr

Arg

Pro

Val

70

Gln

Cys

Pro

Asp

Lys

150

Phe

His

Leu

Leu

Leu

Val

Pro

Lys

55

Thr

Cys

Arg

Leu

Asn

135

Gly

Pro

Gly

Arg

Thr

Cys Asp

Phe Asn
25

Tyr Cys
40

Tyr Lys

Cys Fro

Lys Asn

Asp Arg
105

Leu Pro
120

Pro Gln

Val Ala

Pro Lys

Lys Val

185

Pha Ser
200

Cys Gln

35

Glu

10

Val

Lys

Arg

Pro

Gly

90

Tyr

Ser

Thr

Arg

Cys

170

Asn

Cys

Gly

Thr

Pro

Pro

Cys

Asn

75

Gly

Glu

Asp

Ile

Ile

155

Ile

Ala

Asp

Asn

Arg

Met

Cys

Gln

60

Lys

Ile

Gly

Ser

Asp

140

Ser

Arg

Pro

Ser

Gly

Phe

Lys

Asp

45

Glu

Tyr

Cys

Ala

Gln

125

Tyr

Cys

Glu

Ser

Pro

205

Gln

Glu

Gln

30

Asp

Cys

Gly

Asp

His

110

Val

Ser

Leu

Cys

Gly

190

Tyr

Trp

Cys

15

Cys

Leu

Lys

Thr

Gln

95

Cys

Gln

Cys

Pro

Ala

175

Asn

Tyr

Ser

Lys

Thr

Glu

Ala

Trp

80

Arg

Glu

Glu

Ser

Asn

160

Lys

Met

Leu

Gly



Gln

225

val

Gly

Tyr

Trp

Aap

305

Val

Trp

Ile

Asn

Lys

385

Val

Glu

Glu

Leu

210

Ile

Agsn

Gln

Phe

Ser

290

Cys

aArg

Gly

His

Asn

370

Ser

Ser

val

Arg

Asp
450

Pro

His

Phe

Leun

275

Gly

Asp

Ile

Thr

Ala

355

Gly

Glu

Ser

Glu

Ala

435

Lys

Gln

Ala

Pro

260

Met

Ser

Ser

Hisg

Ala

340

Gly

Pro

Glu

Ser

Glu

420

Gln

ASp

Cys

Glu

245

Gln

Gly

Gln

Lys

Cys

325

Ile

Lys

Tyr

Leu

Thr

405

Asn

Gly

Leu

ES 2674079 T3

Lys

230

Hisg

Gly

Phe

Pro

Ala

310

Pro

Tyr

Leu

Ser

Lys

390

Ala

Cys

Val

Ile

215

Lys

Gln

Thr

Asn

Ser

295

Val

Ala

His

Pro

Asp

375

Ser

Gly

Val

Cys

Pro
455

Leu

val

Glu

Thr

280

Cys

Asp

Gly

Glu

Asn

360

Phe

Leu

Arg

Tyr

Thr

440

Ser

val

Lys

Val

2865

Leu

val

Phe

Cys

Leu

345

Ser

Leu

Ala

Ser

Val

425

Asn

Ser

36

Phe

Ile

250

Thr

Lys

Lys

Leu

Sar

330

Ser

Gly

Gly

Arg

Gly

410

Thr

Met

Leu

Cys

235

Gly

Tyr

Cys

Val

Asp

3215

Leu

Ser

Gly

Ser

Ser

395

Cys

Ser

Ala

Thr

220

Pro

val

Thr

Asn

Ala

300

Asp

Thr

Vval

Ala

Asp

380

Phe

Pro

Lys

Ala

Glu
460

Asp

Glu

Cys

Pro

285

Asp

Val

Ala

Cysg

Val

365

Leu

Arg

Asp

Gln

Arg

445

Thr

Leu

Gln

Ser

270

Asp

Arg

Gly

Gly

Arg

350

His

Asn

Phe

Gly

Arg

430

Leu

Leu

Asp

Lys

255

Gly

Gly

Glu

Glu

Thr

335

Ala

val

Gly

Asp

Trp

415

Ala

Ala

Pro

240

Tyxr

Asnh

Ser

val

Pro

320

Val

Ala

val

Ile

Tyr

400

Phe

Trp

val

Gly
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Lys Gly Leu Thr Thr Thr Trp TIle Gly Leu His Arg Leu Asp Ala Glu
485 470 475 480

Lys Pro Phe Val Trp Glu Leu Met Asp Arg Ser Asn Val Val Leu Asn
485 430 495

Asp Asn Leu Thr Phe Trp Ala Ser Gly Glu Pro Gly Asn Glu Thr Asn
500 505 510

Cys Val Tyr Leu Asp Ile Arg Asp Gln Leu Gln Pro Val Trp Lys Thr
515 520 525

Lys Ser Cys Phe Gln Proc Ser Ser Phe Ala Cys Met Met Asp Leu Ser
530 535 540

Asp Arg Asn Lys Ala Lys Cys Asp Asp Pro Gly Pro Leu Glu Asn Gly
545 550 555 560

His Ala Thr Leu His Gly Gln Ser Ile Asp Gly Phe Tyr Ala Gly Ser
565 570 575

Ser Ile Arg Tyr Ser Cys Glu Val Leu His Tyr Leu Ser Gly Thr Glu
580 585 530

Thr Val Thr Cys Thr Thr Asn Gly Thr Trp Ser Ala Pro Lys Pro Arg
585 600 605

Cys Ile Lys Val Ile Thr Cys Gln Asn Pro Pro Val Pro Ser Tyr Gly
610 615 620

Ser Val Glu Ile Lys Pro Pro Ser Arg Thr Asn Ser Ile Ser Arg Val
625 630 635 640

Gly Ser Pro Phe Leu Arg Leu Pro Arg Leu Pro Leu Pro Leu Ala Arg
645 650 655

Ala Ala Lys Pro Pro Pro Lys Pro Arg Ser Ser Gln Pro Ser Thr Val
660 665 670

Asp Leu Ala Ser Lys Val Lys Leu Pro Glu Gly His Tyr Arg Val Gly
675 680 6385

Ser Arg Ala Ile Tyr Thr Cys Glu Ser Arg Tyr Tyr Glu Leu Leu Gly
690 695 700

Ser Gln Gly Arg Arg Cys Asp Ser Asn Gly Asn Trp Ser Gly Arg Pro
705 710 715 720

37



Ala

Phe

Ala

Cys

Cys

785

Lys

Tyr

Asp

Pro

Ile

865

Gly

Ala

Glu

Tyr

Leu

945

Gly

Ser

Ile

Gly

Gly

170

val

Ile

val

Pro

Val

850

Thr

Trp

Val

Ala

Lys

930

Val

Ile

Cys

Trp

Ile

755

Gly

Thr

Tyr

Gln

Gly

435

Thr

Thr

Gly

Leu

Asp

915

Lys

Phe

val

Ile

Asn

740

Sar

Ser

Tyr

Leu

Val

820

Asn

Leu

Arg

Leu

Pro

800

Leu

Gly

Ala

Ser

Pro

725

Gly

Arg

Leu

Ser

Gly

805

Arg

Leu

Thr

Glu

Asn

885

Vval

Pro

Arg

Asp

Trp
965

ES 2674079 T3

Val

Asn

Trp

Leu

Ala

790

Lys

Glu

Asn

Thr

His

870

Glu

Val

Leu

Tyr

BAsp

950

Gly

Cys

Ser

Leu

Asn

775

Thr

Tyr

Ala

Phe

Arg

855

Leu

Asn

Ala

Thr

Asp

935

Ser

Ser

Gly

Thr

Ala

760

Glu

Rla

Tyr

Leu

Asp

840

Val

Lys

Asn

Ala

val

920

Ala

Arg

Pro

Arg

Glu

745

Asp

Lys

Glu

Arg

Glu

825

Ile

Gln

Glu

Thr

Ser

805

Thr

Cys

Thr

Ser

38

Ser

730

Ile

His

Trp

Ile

Asp

810

Ile

Ala

EBro

Gly

Tyr

890

Thr

Glu

Ser

Glu

Gly
970

Asp

Gly

Asn

Ile

Ile

795

Asp

His

Leu

Ile

Thr

875

Ser

Cys

Asn

Gly

Arg

855

Cys

Ser

Gln

Meat

val

780

Asp

Ser

val

Ile

Cys

860

Leu

Glu

Glu

Met

Asp

940

Arg

Gly

Pro

Trp

Trp

765

Thr

Pro

Arg

Asn

Gln

845

Leu

Ala

Met

Glu

Phe

825

Ser

Trp

Lys

Arg

Fro

750

FPhe

Ala

Ser

Asp

Pro

830

Leu

EBro

val

Ile

Gly

910

Cys

Val

Ala

Ser

735

Trp

Len

Ala

Gln

Asp

815

Asn

Lys

Thr

val

Gln

895

Tyr

Ala

Gly

Leu

Asn
875

Pro

Gln

Gln

His

Phe

800

Asp

Tyr

Thr

Asp

Thr

880

Gln

Lys

Gly

Pro

Glu

960

Gln



10

15

Tyr Gly Gly Phe Thr Lys Val Asn Val Phe Leu Ser Trp Ile Arg Gln

980

Phe Ile

<210> 3
<211> 2982
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos del gen sintético del factor C (secuencia de nucledtidos del factor C de

ES 2674079 T3

985

Tachypleus tridentatus optimizada por codones para la expresion en Leishmania)

<400> 3

aggggtgtgyg
ggctacgtgt
tgcaagcegt
gagtgcaagg
tgcagcggeyg
acatgceegeyg
cogagogaca
tactegtgea
ggtcagtggt
gagcacggca
agctgcgaca
cagtggageg
gtgaaccacy
cagggcacgyg
ctgaagtgca
gaccgcgagd
gtgcgcatce
atctacecacg
ageggeggtyg
ctgaacggea

gtgagcagca

acctgggect
tecaacgtgee
gcgacgacct
cgggoctgga
agtgccagtg
ategetacga
gecaggtgea
geceeggett
cgagcttecce
aggtgaacgc
gcccgtacta
gecagatece
cggagceacca
aggtgacgta
acccggacgy
tggactgcga
actgecccoggce
agetgtegag
cggtgcacgt
tcaagagega

gcacggctgg

gtgegacgag
gatgaagceag
ggaggcgaad
cagctgegtg
caagaacggt
gggcgegeac
ggaggtgege
caagectcaag
gccgaagtge
gcocgagoegygo
cctgatcgge
geagtgcaag
ggtgaagate
cacgtgecage
tagctggtcyg
cagcaaggcg
tggctgeage
cgtgtgeoage
ggtgaacaac
ggagectgaag

tcgcagegge

accegetteg
tgeacgtact
gacatctgcc
acgtgcccge
ggcatctgcg
tgegagatee
aaceogeegy
ggcegtyggege
atccgcgagt
aacatgatcg
caggagaccc
aagetggtet
ggcegtyggage
ggcaactact
ggcagccagce
gtggacttcc
ctgacagcgg
gotgegatee
ggceecgtaca
agectggece

tgccoggacg

39

agtgcaagtg
tetacegetg
cgaagtacaa
cgaacaagta
atcagcgcac
tgaagggetg
acaaccegea
geatcagetg
gocgocgaaggt
agggcgcgac
tgacctgcca
tetgecegyga
agaagtacgg
tectgatggg
cgtcctgegt
tggacgacgt
gcacggtgty
acgeogggeaa
gegacttect
geagetteeg

gctggttcga

990

cggegacecy
gegecegtac
gcgctgecag
cggeacgtgy
gggegegtge
cecgetgetyg
gacgatcgac
cctecegaac
gagcagcceyg
gctgegette
gggcaacggc
cetggacecy
ceagtteeeg
ctteaacacy
gaaggtggcy
gggcgagecy
gggcacggcey
getgecgaac
gggeagegac
cttegactac

ggtggaggag

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
860
1020
1080
1140
1200

1260



aactgaegtet
aacatggegy
accotgegeyg
aagcogtteg
ttctgggcga
cagctgcage
atggacetga
caggegacge
agetgegagy
acgtggtcoyg
ccgagctacy
ggctegecgt
ccaccgaage
ccggagggec
gagetgetgy
gctagcectgea
ggcaacagca
gaccacaaca
acggeggcte
aagatctace
cgdgaggoge
atcgcogetga
ctgeccgacgy
ggctggggec
gtaggtggcyyg
acggagaaca
agdggeggte
ggcatcgtga
acgaaggtga
<210> 4

<211> 994
<212> PRT

acdgteacgag
ctegectgge
geaagggect
tgtgggaget
gcggogageo
cggtgtggaa
goagacageaa
tgcacggeca
tgoctgeacta
cgccgaagec
gcagcgtgga
tecctgegtet
cacgeagcag
actacegegt
gcagecaggyg
tcecggtgtg
cggagatcgy
tgtggtteoct
actgegtgac
tgggcaagta
tggagatcca
tccagctcaa
acatcacgac
tgaacgagaa
cgageacgty
tgttetgege
cgetggtgtt
gotggggeay

acgtgtteoct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de la proteina sintética del Factor C (secuencia de aminoacidos codificada por

ES 2674079 T3

daagdagaege
cgtgetggac
gacgacgacy
gatggaccgc
gggcaacgayg
gacgaagagc
caaggogaag
gageategac
cetgagogge
gcgotgeoatc
gatcaagccy
gccacgectc
ccagoogage
gggetegege
tegtegetge
cggtcgcage
tcagtggcecece
ccagtgoggce
gtactoggeyg
ctacegegac
cgtgaaccey
gacgeoggty
gcgcgageac
caacacgtac
cgaggaggge
gggctacaag
cgcggacgac
cccgageggt

cagctggatc

gegtgggage
aaggacctga
tggateggee
agcaacgtgg
accaactgcyg
tgcttccage
tgegacgace
ggcttetacy
acggagacceyg
aaggtgatca
ccgtcgogea
ccactgecege
acggtggace
gogatetaca
gacagcaacy
gactcccege
tggcaggegy
ggcagactge
acggeodgaga
gacagecgey
aactacgacc
acgcktgacga
ctgaaggagyg
agcgagatga
tacaaggagy
aagggceceget
agedgcacygyg
tgcggcaagy

cgccagttta

40

gegegeaggy
tecegageag
tgcacegeet
tgctgaacga
tgtacctgga
cgagctectt
cgggtecget
cgggcageag
tgacgtgcac
cgtgccagaa
cgaactcgat
tggctegtge
tggecageaa
cgtgegagag
gecaactggag
gctecgeegtte
gcatcagceg
tgaacgagaa
tecategacee
acgacgacta
cgggcaacet
cgegegtgea
gcacgctgge
tccagcaggce
cggacetgee
acgacgectyg
agegeegatyg
cgaaccagta

tc

egtgtgeacy
cctgacggayg
ggacgecggag
caacctgacyg
catccgcgac
cgcgtgcatg
ggagaacggco
cateegetas
gacgaacgge
cococgeoggty
tagcoegegtyg
ggccaagecg
ggtgaagetyg
cogetactag
cggtegeceyg
catctggaac
ctggctggcc
gtggattgtg
gageeagtte
cgtgcaggty
gaacttcegat
gcocgatctge
cgtogtgacy
ggtgetgecyg
getgacagtg
cageggtgas
ggtgctggag

cggeggetto

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2340

2982
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la secuencia de nucleétidos optimizada por codones de SEQ ID NO: 3)

<400> 4

Arg Gly Val Asp Leu Gly Leu Cys Asp Glu Thr Arg Phe Glu Cys Lys
1 5 10 15

Cys Gly Asp Pro Gly Tyr Val Phe Asn Val Pro Met Lys Gln Cys Thr
20 25 30

Tyr Phe Tyr Arg Trp Arg Pro Tyr Cys Lys Pro Cys Asp Asp Leu Glu
35 40 45

Ala Lys Asp Ile Cys Pro Lys Tyr Lys Arg Cys Gln Glu Cys Lys Ala
50 55 60

Gly Leu Asp Ser Cys Val Thr Cys Pro Pro Asn Lys Tyr Gly Thr Trp

Cys Ser Gly Glu Cys Gln Cys Lys Asn Gly Gly Ile Cys Asp Gln Arg
B5 90 95

Thr Gly Ala Cys Thr Cys Arg Asp Arg Tyr Glu Gly Ala His Cys Glu
100 105 110

Ile Leu Lys Gly Cys Pro Leu Leu Pro Ser Asp Ser Gln Val Gln Glu
115 120 125

Val Arg Asn Pro Pro Asp Asn Pro Gln Thr Ile Asp Tyr Ser Cys Ser
130 135 140

Pro Gly Phe Lys Leu Lys Gly Val Ala Arg Ile Ser Cys Leu Pro Asn
145 150 155 160

Gly Gln Trp Ser Ser Phe Pro Pro Lys Cys Ile Arg Glu Cys Ala Lys
165 170 175

Val Ser Ser Pro Glu His Gly Lys Val Asn Ala Pro Ser Gly Asn Met
180 135 190

Ile Glu Gly Ala Thr Leu Arg Phe Ser Cys Asp Ser Pro Tyr Tyr Leu
195 200 205

Ile Gly Gln Glu Thr Leu Thr Cys Gln Gly Asn Gly Gln Trp Ser Gly
210 215 220

41



Gln

225

Val

Gly

Tyr

Trp

Asp

305

Val

Trp

Ile

Asn

Lys

385

Val

Glu

Glu

Leu

Lys
465

Ile

Asn

Gln

Phe

Ser

290

Cys

Arg

Gly

His

Asn

370

Ser

Ser

Val

Arg

Asp

450

Gly

Pro

His

Phe

Leu

275

Gly

Asp

Ile

Thr

Ala

355

Gly

Glu

Ser

Glu

Ala

435

Lys

Leu

Gln

Ala

Pro

260

Met

Ser

Ser

His

Ala

340

Gly

Pro

Glu

Ser

Glu

420

Gln

Asp

Thr

Cys

Glu

245

Gln

Gly

Gln

Lys

Cys

325

Ile

Lys

Tyr

Leu

Thr

405

Asn

Gly

Leu

Thr

ES 2674079 T3

Lys

230

His

Gly

Phe

Pro

Ala

310

Pro

Tyr

Leu

Ser

Lys

390

Ala

Cys

val

Ile

Thr
470

Lys

Gln

Thr

Asn

Ser

295

val

Ala

His

Pro

Asp

375

Ser

Gly

val

Cys

Pro
455

Trp

Leu Val

Val Lys

Glu val
265

Thr Leu
280

Cys Val

Asp Phe

Gly Cys

Glu Leu

345

Asn Ser
360

Phe Leu

Leu ala

Arg Ser

Tyr Val

425

Thr Asn
440

Ser Ser

Ile Gly

42

Phe

Ila

250

Thr

Lys

Lys

Leu

Ser

330

Ser

Gly

Gly

Arg

Gly

410

Thr

Met

Leu

Leu

Cys

235

Gly

Tyr

Cys

val

Asp

315

Leu

Ser

Gly

Ser

Ser

395

Cys

Ser

Ala

Thr

His
475

Pro

Val

Thr

Asn

Ala

300

Asp

Thr

Val

Ala

Asp

380

Phe

Pro

Lys

Ala

Glu

460

Arg

Asp

Glu

Cys

Pro

285

Asp

val

Ala

Cys

val

365

Leu

Arg

Asp

Gln

Arg

445

Thr

Leu

Leu

Gln

Ser

270

Asp

Arg

Gly

Gly

Arg

350

His

Asn

Phe

Gly

Arg

430

Leu

Leu

Asp

Asp

lys

255

Gly

Gly

Glu

Glu

Thr

335

Ala

val

Gly

Asp

Trp

415

Ala

Ala

Arg

Ala

Pro

240

Tyr

Asn

Ser

val

Pro

320

val

Ala

val

Ile

Tyr

400

Phe

Trp

val

Gly

Glu
480



Lys

Asp

Cys

Lys

Asp

545

His

Ser

Thr

Cys

Ser

625

Gly

Ala

Asp

Ser

Ser

705

Ala

Pro

Asn

val

Ser

530

Arg

Ala

Ile

Val

Ile

610

Val

Ser

Ala

Leu

Arg

690

Gln

Ser

Phe

Leu

Tyr

515

Cys

Asn

Thr

Arg

Thr

595

Lys

Glu

Pro

Lys

Ala

675

Ala

Gly

Cys

Val

Thr

500

Leu

Phe

Lys

Leu

Tyr

580

Cys

Val

Ile

Phe

Pro

660

Ser

Ile

Arg

Ile

Trp

485

Phe

Asp

Gln

Ala

His

565

Ser

Thr

Ile

Lys

Leu

€45

Pro

Lys

Tyr

Arg

Pro

Glu

Trp

Ile

Pro

Lys

550

Gly

Cys

Thr

Thr

Pro

630

Arg

Pro

Vval

Thr

Cys

710

val
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Leu

Ala

Arg

Ser

535

Cys

Gln

Glu

Asn

Cys

615

Pro

Leu

Lys

Lys

Cys

695

Asp

Cys

Met

Ser

Asp

520

Ser

Asp

Ser

val

Gly

600

Gln

Ser

Bro

Pro

Leu

680

Glu

Ser

Gly

Asp

Gly

505

Gln

Phe

Asp

Tle

Leu

585

Thr

Asn

Arg

Arg

Arg

665

Pro

Ser

Asn

Arg

43

Arg

4930

Glu

Leu

Ala

Pro

Asp

570

His

Trp

Pro

Thr

Leu

650

Ser

Glu

Arg

Gly

Ser

Ser
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ES 2674079 T3

REIVINDICACIONES

1. Un protozoo parasito, que se caracteriza por albergar un polinucleétido que codifica la proteina del factor C del
cangrejo herradura.

2. El protozoo parasito de la reivindicaciéon 1, donde dicho polinucleétido estda compuesto por una molécula de acido
nucleico, preferentemente un vector, introducido en la célula huésped del protozoo parasito.

3. El protozoo parasito de la reivindicacion 1 o 2, donde el protozoo parasito es un miembro del orden
Trypanosomatida.

4. El protozoo parasito de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el protozoo parasito es un miembro del
género Leishmania.

5. El protozoo parasito de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el protozoo parasito es Leishmania
tarentolae.

6. El protozoo parasito de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde dicho polinucledtido codifica la
proteina del factor C de Limulus polyphemus, Carcinoscorpius rotundicauda, Tachypleus tridentatus o Tachypleus

gigas.

7. El protozoo parasito de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde dicho polinucleétido codifica la
proteina del factor C que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 4.

8. Un método para producir proteina del factor C de cangrejo herradura, que comprende las etapas de:

(a) cultivar un protozoo parasito de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en condiciones tales que las
células expresan la proteina del factor C codificada por el polinucleétido; y
(b) recuperar la proteina del factor C producida en la etapa (a) del cultivo celular.

9. El método de la reivindicacién 8, donde dicha proteina del factor C se acumula en el medio de cultivo celular.
10. El método de la reivindicacién 8 o 9, donde el protozoo parasito es un miembro del género Leishmania.

11. El método de la reivindicacion 10, donde la proteina del factor C producida exhibe actividad de serina proteasa al
unirse a la endotoxina.

12. La proteina del factor C de cangrejo herradura que tiene un peso molecular de aproximadamente 102 kDa segun
se determina por SDS-PAGE en condiciones no reductoras obtenible por

a) el método de la reivindicacion 10; o
b) el método de la reivindicacion 11.

13. Uso de la proteina del factor C de cangrejo herradura de la reivindicacion 12b) en un método para la deteccion
de endotoxina o en un método para la eliminacién de endotoxina.

14. Un ensayo o kit para la deteccion de endotoxina o la eliminacion de endotoxina, que comprende la proteina del
factor C de cangrejo herradura de la reivindicacion 12b).

15. Un proceso de generacion de una célula huésped de protozoo parasito que produce proteina del factor C de
cangrejo herradura, que comprende las etapas de:

(a) introducir una molécula de acido nucleico, preferentemente un vector, que comprende un polinucleétido que
codifica la proteina del factor C de cangrejo herradura en un protozoo parasito, preferentemente un protozoo
parasito del orden Trypanosomatida, mas preferentemente un miembro del género Leishmania, de la forma mas
preferente Leishmania tarentolae; y

(b) seleccionar una o mas células huésped producidas en la etapa (a) que expresan dicha proteina del factor C
de cangrejo herradura.

16. Una célula huésped de protozoo parasito caracterizada por un polinucleétido que codifica la proteina del factor

C de cangrejo herradura, donde dicho polinucleétido estd compuesto por una molécula de acido nucleico,
preferentemente un vector, introducido en la célula huésped del protozoo parasito.
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Figura 1

Valores de UFR medidos tras 15 min de
recambio de sustrato a 37 2C de rFC preactivado
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